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L’organisation mondiale de la santé estime que le choléra entraîne 100, 000 décès par an 
pour environ 4 millions de cas recensés, plaçant ainsi cette maladie comme un enjeu de santé 
publique majeur. Cette infection est causée par Vibrio cholerae, une bactérie à Gram négatif 
vivant en milieu aquatique. Face à cette agression, l’épithélium intestinal et les bactéries du 
microbiote agissent comme une barrière, en exprimant notamment des peptides antimicrobiens 
(PAM). V. cholerae, comme de nombreux pathogènes, montre une résistance accrue aux PAM. 
Malgré une avancée constante sur la compréhension des mécanismes de résistances bactériens 
aux PAM, de nombreuses inconnues demeurent, principalement en raison des techniques de 
mutagénèse aléatoire utilisées pour leur identification.  
L’objectif de cette étude est d’identifier de nouveaux mécanismes de résistance 
impliqués dans la résistance de V. cholerae aux PAM. Grâce à des expériences de séquençage 
par spectrométrie masse suivi d’études bio-informatiques, nous avons identifié les protéines 
OmpV et Lap comme des candidates intéressantes pour être impliquées dans la résistance de V. 
cholerae. Alors que la souche V. cholerae A1552 délétée du gène ompV (DompV) ne semble pas 
présenter de défaut de croissance ou de perméabilité, nos résultats ont montré une diminution 
des concentrations minimales inhibitrices en différents PAM tels que LL-37. Les tests 
fonctionnels semblent suggérer l’implication des vésicules de sécrétion dans le mécanisme de 
d’OmpV face à LL-37 chez V. cholerae.   






According to the World Health Organization, cholera remains a significant health problem, 
causing 100,000 death per 4 millions infections per year. V. cholerae, the etiologic agent of 
cholera and a Gram-negative bacterium, is generally transmitted via contaminated food or water. 
During infection, the microbiota and intestinal epithelium acts as a barrier by producing 
antimicrobial peptides (AMP). Resistance to AMP has emerged as a virulence factor in 
pathogens and specifically in V. cholerae. As AMP are considered as novel molecular 
therapeutic agents, it is truly important to better understand strategies of resistance of V. 
cholerae.  
The aim of this study is to identify unknown mechanisms involved in V. cholerae 
resistance to AMP. For this purpose, after protein sequencing by mass spectrometry (MS-MS) 
and bioinformatics, we identified the OmpV porin, member of the outer membrane protein 
family and the Lap protease as new protein candidates for strategies of resistance. We 
characterized the V. cholerae A1552 strain deleted for ompV (DompV). We confirmed OmpV 
implication in AMP resistance by minimum inhibitory concentration and did not observed any 
differences in growth or permeability in the presence of AMP between the wild-type (wt) and 
the (DompV) strains. The work presented here suggest an implication of outer membrane 
vesicules in V. cholerae resistance mechanisms to some AMP as LL-37. 
Keywords : V. cholerae, antimicrobials peptides, bacteria resistance, outer membrane 
vesicules 
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1.1. Vibrio cholerae 
1.1.1. Epidémiologie 
L’organisation mondiale de la Santé estime que le choléra entraîne entre 100,000 et 
120,000 décès par an pour 3 à 5 millions de cas recensés, plaçant ainsi cette maladie comme 
un enjeu de santé publique majeur 1, 2. Le choléra se propage via l’ingestion d’eau ou de 
nourriture contaminée par une bactérie à Gram-négatif, monotriche et très mobile : Vibrio 
cholerae (V. cholerae) 3. Cette bactérie a été isolée pour la première fois en 1884 par Robert 
Koch4. Le choléra touche de nombreuses zones dans le monde principalement en Asie et en 
Afrique 5. La maladie se manifeste sous forme d’épidémies ou d’endémies 6. Une endémie 
se caractérise par la présence d’un nombre régulier de cas pendant une période donnée dans 
une zone géographique définie. Dans le cas du choléra, le Bangladesh est une zone 
endémique importante 7. A contrario, les épidémies sont définies comme une émergence de 
cas dans des zones inhabituelles 6. Elles font souvent suite à des catastrophes naturelles telles 
que cela a été reporté en Haïti en 2010 8,9. Parmi les différents cas rapportés, le degré de 
sévérité est variable : du cas asymptomatique au cas mortel. Les cas mortels sont rares, avec 
un taux de décès de 0,03%. Dans ces cas-là, ce sont les pertes de fluides importantes 
(plusieurs litres par jour) et la déshydratation du patient qui conduiront au décès 9. Les 
facteurs qui peuvent influencer la sévérité de la maladie sont l’âge du patient, des facteurs 
génétiques, l’immunité, l’inoculum (quantité de bactéries ingérées) ou encore la qualité de 
la barrière gastrique.  La présence d’abondantes diarrhées aqueuses est due à la sécrétion par 
la bactérie d’une toxine, la toxine cholérique (TC) 1. A ce jour, le traitement des cas de 
choléra représente toujours un enjeu de santé publique. En effet, le traitement repose sur une 
3 
réhydratation orale et intraveineuse alors que les cas de choléra se manifestent dans des 
zones où l’accès à l’eau potable est limité. 10  
1.1.2. Nomenclature 
V. cholerae est une gammaprotéobactérie de la famille des Vibrionacae et du genre
Vibrio. Les espèces de V. cholerae sont classifiées en plus de 200 sérogroupes dont deux 
seulement ont la capacité à produire la TC, caractéristique du choléra : O1 et O139. Les 
sérogroupes se distinguent selon la structure et la composition de l’antigène O du 
lipopolysaccharide (LPS)11. A l’intérieur d’un même sérogroupe, les souches sont divisées 
en biotypes selon des paramètres physiologiques et biochimiques tels que la résistance à la 
polymixine B (PmB) 12, la séquence de certains gènes, des tests d’hémolyse 13, des tests de 
sensibilité aux phages ou encore via la réaction de Vosges-Prokauer, (Figure 1) 14. Parmi le 
sérogroupe O1, par exemple, on distingue les biotypes classiques et El Tor. Ces biotypes 
sont eux-mêmes divisés en 3 sérotypes : Inaba, Ogawa et Hikojima. Ces sérotypes se 
différencient par la présence à la surface des souches de différents antigènes : A, B et C 
(Figure 1). Les sérotypes Inaba et Ogawa présentent respectivement l’antigène C et B 15 et 
partagent l’antigène A alors que le sérotype Hikojima présente les antigènes A, B et C 
(Figure 1) 16.  
Ce sont uniquement les souches O1 El Tor et classiques ainsi qu’O139 qui ont été rapportés 
comme étant impliquées dans des cas de choléra. Les souches V. cholerae O1 classiques ont 
été responsables des six premières pandémies de 1889 à 1923 alors que l’actuelle septième 
pandémie est causée par une souche V. cholerae O1 El Tor 17. En parallèle, au début des 
années 90, des cas de choléra avec la souche V. cholerae O139 ont été recensés.18 
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1.1.3.  Cycle de vie 
V. cholerae, comme les autres membres de sa famille des Vibrionacae, est une
bactérie saprophyte en milieu aquatique. V. cholerae est également une bactérie pathogène 
intestinale spécifique de l’Homme. De ce fait, la bactérie a évolué pour pouvoir s’adapter et 
persister dans différents environnements 19.  
1.1.3.1. Environnement aquatique 
V. cholerae est une bactérie aquatique présente dans les lacs, les estuaires ou encore
les eaux saumâtres. Dans cet environnement, on la retrouve principalement associée au 
zooplancton qu’elle parasite. Comme l’abondance du zooplancton suit celle du 
phytoplancton, il n’est pas surprenant d’observer une corrélation entre les flambées 
V. cholerae










Figure 1: Nomenclature V. cholerae- V. cholerae est soumis à une classification précise. En fonction de si les
souches sont capables de produire ou non la toxine cholérique. Ensuite les souches se distinguent en fonction de
leur sérotype (en vert) et de leur biotype (en bleu). Adapté de Safa et al. (2010)
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endémiques de choléra et la prolifération d’algues dans différentes régions, dont le 
Bangladesh 20. Ainsi, l’environnement aquatique représente un véritable réservoir de V. 
cholerae où de nombreux paramètres biologiques et physiques régulent la survie et 
l’abondance de la bactérie comme des conditions salines ou de températures parfois 
extrêmes ou encore la présence de prédateurs 21,22. 
Pour faire face à ces conditions particulières, V. cholerae utilise différents 
mécanismes d’adaptation.  
1- Utilisation de la chitine
Tout d’abord, la bactérie s’associe à des surfaces biotiques comme le zooplancton, 
le phytoplancton, ou abiotiques qui constitueront des sources de nutriments. En effet, V. 
cholerae est capable de se lier spécifiquement à la chitine 23. La chitine est un biopolymère 
comparable à la cellulose, insoluble et très abondant dans le milieu aquatique 24. Elle est 
composée de chaînes de résidus liés β-1,4-N-acetylglucosamine (GlcNAc). Ainsi, la chitine 
sera dégradée par V. cholerae. Cette dégradation conduit à la consommation des produits 
finaux : acétate, ammoniaque et fructose 6-phosphate (fructose 6-P) par la bactérie. Tout 
ceci implique la mise en marche d’une cascade de réponse génique et une douzaine 
d’enzymes soumis à une régulation fine 23. La bactérie dispose d’un système senseur qui 
permet la transcription des gènes de la chitinolyse spécifiquement en présence de chitine. 
Dans ce système, différentes protéines sont impliquées : une chitinase extracellulaire, CBP 
(chitin binding protein) qui est une protéine de liaison aux résidus de chitine et enfin une 
protéine senseur ChiS. Dans un environnement pauvre en chitine, la CBP est liée au domaine 
périplasmique de la protéine senseur ChiS et verrouille celle-ci. Au contraire, quand 
l’environnement externe est riche en chitine, la chitinase extracellulaire dégrade la chitine 
en résidus (GlcNAc)n et ces résidus sont importés au périplasme via une chitoporine 
6 
spécifique. CBP se lie à ses résidus et libère la protéine senseur ChiS. Une transduction du 
signal entraîne alors l’induction des gènes de la chitinolyse et la consommation de ces 
produits sous le contrôle de ChiS 25.   
In fine, l’utilisation de la chitine est bénéfique pour V. cholerae sur différents plans : 
gain d’énergie, mise en marche de réponse cellulaire comme l’induction de compétence ou 
encore la formation de biofilms 26.  
2- Formation de biofilms
Un autre mécanisme augmentant la résistance de V. cholerae aux stress est la 
formation de biofilms 27. Les biofilms sont définis comme un ensemble de bactéries 
attachées à une surface biotique ou abiotique et englobées dans une matrice polymérique. 
Différents éléments peuvent réguler la formation de biofilms comme la disponibilité en 
nutriments, l’osmolarité du milieu, la salinité, mais aussi la disponibilité en phosphate. Les 
principales voies de régulation sont le quorum-sensing (QS) et la voie du di-guanosine 
monophosphate cyclique (c-di-GMP) 28. Le développement de biofilms implique (i) 
l’attachement initial, (ii) la formation de structures tridimensionnelles et enfin (iii) la 
dispersion 27. 
(i) Dans un premier temps, V. cholerae établit un premier contact avec la surface
dit « attachement initial ». Des premiers contacts transitoires sont établis entre
les bactéries et la surface grâce aux forces électrostatiques et/ou de Van der
Waals. Ces forces attirent la bactérie et entraînent des mouvements rotatifs.
Ensuite, la bactérie utilise principalement un pili de type IV, le mannose
sensitive haemaglutinnin (MSHA) pour scanner la surface cible et établir des
liaisons fortes et spécifiques 29. La délétion de mshA, codant la principale sous
7 
unité protéique du pili MSHA de type 4, entraîne une perte importante 
d’adhérence 29. D’autres éléments de surface sont également impliqués dans 
la formation de ces liaisons fortes et spécifiques, comme la protéine de 
membrane externe GlcNAc binding protein A (GbpA) ou encore le flagelle 
29.      
(ii) Une fois attachées aux surfaces, la formation de la structure tridimensionnelle
des biofilms nécessite la formation de microcolonies (multiplication
bactérienne) concomitante à la production de la matrice extracellulaire. Le
principal composé de cette matrice est le Vibrio exopolysaccharides (VPS),
qui est excrété par les bactéries tout au long de la formation des biofilms.
Deux groupes de gènes sont impliqués dans la synthèse de ces composés :
vps-I, qui contient les gènes vpsA à vpsK, et l’opéron vps-II, qui contient les
gènes vpsL à vpsQ 30. Des protéines sont également nécessaires : RbmC
(Rugosity and Biofilm Modulator C), RbmA (Rugosity and Biofilm 
Modulator A) et Bap1 (Biofilm Associated Protein 1) 27. RbmA s’accumule
aux pôles de la cellule bactérienne et permet suite à la division cellulaire aux
cellules filles de rester attachées à la cellule mère. Bap1 serait sécrétée
continuellement par la cellule mère et en s’accumulant à l’interface cellules-
surfaces permettrait l’adhésion aux surfaces. RbmC est produite et sécrétée
plus tardivement, en association avec Bap1 et VPS. Elle crée alors une
enveloppe autour des cellules pour former des amas. Cette enveloppe est
extensible et permet la croissance des cellules. En parallèle, les cellules
continuent de se diviser, formant ainsi les microcolonies à l’intérieur de la
matrice 31.
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(iii) La dernière étape dans le développement des biofilms est la dispersion, qui
consiste en le détachement des cellules vers le milieu environnant. Cette étape
est essentielle dans le cycle de vie de la bactérie pour sa diffusion, sa survie
mais aussi la transmission de la maladie 32. Deux nucléases cellulaires, Dns
et Xds, ainsi qu’une lyase qui permettraient la dégradation de VPS et seraient
cruciales dans la dispersion des biofilms ont été identifiées  28,33.
Ainsi ces structures particulières via de nombreux canaux perméables permettent à V. 
cholerae un accès aux nutriments, mais aussi la protection face aux agents antimicrobiens 
ou aux variations de température 28.  
3- Passage à l’état VNC
Un autre mécanisme de résistance de V. cholerae aux conditions drastiques 
environnementales est le passage des cellules à un état dit viable mais non cultivable (VNC) 
34,35. Les cellules VNC sont des cellules vivantes, mais qui ne sont pas capables de croître 
dans leur milieu conventionnel. Elles présentent une activité métabolique ralentie. Ce 
passage à l’état VNC résulte de conditions extrêmes, telles qu’une privation de nutriments 
ou d’une exposition à des températures extrêmes et est réversible. En effet, dans un 
environnement plus favorable, comme le système digestif humain où V. cholerae pourra 
retrouver un métabolisme actif 34.  
4- Résistance face aux prédateurs
9 
En outre, V. cholerae dispose de systèmes pour le protéger face aux prédateurs 
présents dans l’environnement. Les prédateurs de V. cholerae sont divers comme des 
protozoaires, bactérioplancton, des phages ou d’autres espèces bactériennes 20, 24.  
Premièrement, la bactérie dispose d’un taux de croissance élevé, environ deux fois 
supérieur à d’autres bactéries aquatiques. Ensuite, V. cholerae sécrète des facteurs comme 
par exemple PrtV qui est une protéase dont l’expression est sous le contrôle de la voie du 
QS 22. Les travaux de Vaitkevicius et al. ont montré qu’en présence d’une souche sauvage 
de V. cholerae, on observait une diminution de la viabilité des prédateurs bactériens comme 
Cafeteria roenbergensis et Tetrahymena pyriformis en présence de souche V. cholerae 
sauvage, via la protéase PrtV 36. A contrario il a été observé avec les souches V. cholerae 
mutantes DprtV ou DhapR, HapR étant le régulateur clé du QS chez V. cholerae, une 
diminution importante de la survie bactérienne en présence des prédateurs 37. Il a également 
été montré que la souche V. cholerae est capable de survivre et se multiplier dans une amibe 
telle que Acanthamoeba castellani  38. En effet, la bactérie se loge dans la vacuole contractile 
de l’amibe et regagne son environnement aquatique lors de la lyse d’A. castellani 39.  
En parallèle, la bactérie dispose de différents mécanismes pour faire face à l’attaque 
de phages comme la modification de récepteurs membranaires, l’utilisation des vésicules de 
sécrétion mais aussi la présence de systèmes bactériens tels que le système CRISPR-Cas 
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats- CRISPR associated proteins) 
40,41. En effet, ce système qui fonctionne comme un système immunitaire adaptatif permet la 
reconnaissance spécifique des phages et leur élimination. Ce système se compose d’une part 
de courtes séquences palindromiques répétées séparées par des séquences courtes appelées 
spacers, et d’autre part des protéines Cas. Après transcription des séquences courtes en ARN 
CRISPR, un complexe composé de ces ARN et de la machinerie Cas se forme et dirige alors 
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le clivage de séquence complémentaire aux séquences d’ARN 41. Ce système permet alors 
le clivage d’ADN étranger tel que l’ADN phagique qui se serait intégré dans le génome.  
Ensemble, ces mécanismes permettent à V. cholerae d’être hautement résistant aux stress 
rencontrés dans l’environnement aquatique 22, 26. 
1.1.3.2. Colonisation du système digestif de l’hôte  
En parallèle de son environnement aquatique, V. cholerae colonise le système digestif 
humain via l’ingestion d’eau ou de nourriture contaminée 42.  
Dans un premier temps, V. cholerae doit survivre au passage stomacal. En effet, il est 
exposé à un pH <2 pendant 20 à 60 minutes alors qu’il est particulièrement sensible à 
l’acidité. Pour que la colonisation soit possible, la dose ingérée de V. cholerae doit être 
suffisamment importante 43. Par exemple, il est estimé que pour des cellules à l’état 
planctonique, la dose infectieuse est de 1011 bactéries.  Cette dose est diminuée chez certains 
individus ou encore en fonction de l’état de la bactérie. En effet, la bactérie peut être ingérée 
sous forme libre, à l’état de microcolonies ou sous forme de biofilms (Figure 2) 42. A l’état 
de biofilms, les bactéries sont protégées de l’acidité par la matrice extracellulaire, la dose 
infectieuse est donc plus basse 44.  
De plus, même si V. cholerae est sensible à l’acidité, il dispose d’une série de 
mécanismes regroupés sous le terme de réponse de tolérance à l’acidité (RTA) 45,46. Les 
mécanismes de la RTA comprennent les voies de réponses aux stress telle que la voie de la 
porine OmpU, des régulateurs transcriptionnels tels que HepA mais aussi des mécanismes 
pour stabiliser le pH intracellulaire 42. Par exemple, CadA est une lysine décarboxylase qui 
est responsable de la formation de cadavérine et dioxyde de carbone 45. Cette production 
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consomme un proton et permet ainsi de stabiliser le pH 45.  En parallèle, des protéines 
chaperonnes sont également produites comme RecO pour protéger les protéines bactériennes 
de l’acidité 42.  
Après le passage stomacal, la bactérie atteint l’intestin où se trouve la bile. La bile est 
une solution bactéricide qui agit comme un véritable répulsif et chasse V. cholerae vers 
l’épithélium intestinal où elle est présente en moindres concentrations (Figure 2) 47. Comme 
chez de nombreux pathogènes, la bile contrôle l’expression des facteurs de virulence tels 
que la TC ou encore le pilus corégulé à la toxine (TCP) chez V. cholerae. En effet, les acides 
lipidiques qui y sont retrouvés inhibent l’activité de ToxT, le régulateur majeur de la 
virulence (cf section 1.5.6, Figure 4) 48, 49. Cette inhibition est profitable pour la bactérie 
puisque celle-ci n’exprimera les facteurs de virulence que lorsqu’elle aura atteint sa niche : 
l’épithélium intestinal 42,49. De plus, la bile induit l’expression des porines comme OmpU et 
OmpT qui sont essentielles à la survie de V. cholerae dans cet environnement 50.  
L’épithélium intestinal est quant à lui recouvert d’un gel visqueux : le mucus. D’une 
épaisseur d’environ 180 µm, il est composé principalement de mucines, qui sont des 
protéines hautement glycosylées (Figure 2) 42.  A l’approche du mucus, la bactérie produit 
des mucinases non spécifiques, comme la métallo-protéase Hap qui dégrade les 
polysaccharides et les protéines des mucines51. Ensuite, c’est grâce à son flagelle mobile que 
la bactérie progresse dans le mucus52. A l’approche de l’épithélium intestinal, ce sont 
d’autres mucinases spécifiques qui s’expriment, telles que TagA 53. Ces mucinases 
permettent de cibler spécifiquement les mucines attachées à la surface épithéliale 53. V. 
cholerae établit un contact intime avec l’épithélium intestinal et peut entamer l’attachement 
initial (Figure 2) 42. Différentes adhésines spécifiques ou non spécifiques sont impliquées 
dans l’attachement de V. cholerae sur l’épithélium intestinal mais aussi le flagelle en plus 
de son rôle dans la mobilité. En effet, lors de la progression dans le mucus, le flagelle est 
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rompu, indiquant alors à la bactérie son arrivée dans la niche et permettant l’expression 
d’autres voies de signalisation 52. Parmi les adhésines non spécifiques, Mam7 établit des 
contacts avec la fibronectine ou encore l’acide phosphatidique à la surface des cellules de 
l’hôte. Mam7 serait impliquée dans l’adhésion de nombreuses bactéries à Gram négatif 54. 
Parmi les adhésines spécifiques, GbpA, qui est également impliquée dans la liaison à la 
chitine, se lierait spécifiquement aux résidus GlnAc des glycoprotéines présentes à la surface 
des cellules de l’épithélium intestinal 55,56.  
D’autres molécules pourraient être impliquées dans l’attachement, comme les protéines 
de la membrane externe et notamment OmpU 57. En effet, son rôle en tant qu’adhésine a déjà 
été montré chez Vibrio fisheri. Cette protéine se lierait à la fibronectine et au tripeptide RGD 
présent à la surface des entérocytes 58. Cette phase d’attachement est indispensable à la 
colonisation du système digestif par V. cholerae 42,55. Des études ont montré que la délétion 
de gbpA et frhA (codant pour une autre adhésine) montrent une diminution drastique de la 
colonisation chez la souris 59.  
Après l’attachement à l’épithélium intestinal, la bactérie commence à proliférer (Figure 
2) 60. Lorsqu’une certaine concentration cellulaire est atteinte, l’expression du TCP est
permise. Le TCP est un long, flexible homopolymère de sous-unités de TcpA. Il joue un rôle 
dans l’adhésion cellulaire, mais aussi dans la formation de liaisons bactéries-bactéries et 
donc l’auto-agglutination qui conduit à la formation de microcolonies (Figure 2). Les 
différents rôles du TCP seront détaillés en section 1.4.2. Ainsi, des études ont montré qu’une 
micro-colonie résultait généralement de la multiplication d’une seule cellule. Les cellules 
filles s’auto-agrègent et forment cette structure particulière. Les micro-colonies permettent 
à la bactérie d’accroître l’accès à des nutriments mais aussi de se protéger des agents 
antimicrobiens. C’est sous la forme de ces micro-colonies que les bactéries commenceront 
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à produire la toxine cholérique responsable des symptômes chez l’hôte décrit plus haut 
(Figure 2) 42, 60. 
1.1.3.3. Sortie de l’hôte 
Lorsque la concentration en cellules dans les microcolonies devient trop importante la 
formation de biofilms et la production des facteurs de virulence sont réprimés 42,61. Ces 
modifications sont hétérogènes dans la population et certaines bactéries continuent à 
produire la TC qui entraînera la poursuite des diarrhées. Ces modifications conduiront à la 
sortie de l’hôte de la bactérie 62. En parallèle, pour se détacher de l’épithélium intestinal, la 
bactérie utilise une voie de signalisation contrôlée par RpoS. Cette protéine contrôle 
positivement la production de HapR (cf section 1.5.6), mais aussi des gènes nécessaires à 
l’assemblage du flagelle (cf. section 1.4.3) 63. En parallèle, d’autres voies de régulation, 
comme celles impliquées dans le métabolisme, la formation de biofilms ou encore la 
Figure 2: Colonisation de l’intestin par V. cholerae - (A) La bactérie V. cholerae peut être ingérée à l’état libre (i),
sous forme de micro-colonies (ii) ou de biofilms (iii). (B) Les cellules épithéliales intestinales sont recouvertes de
mucus. (C) V. cholerae traverse ce mucus via son flagelle qui la rend mobile. (D) A l’approche de l’épithélium, la
bactérie établit un attachement initial puis produits différentes adhésines spécifiques et non spécifiques (E). Les
cellules se multiplient (F). Lorsqu’une certaine concentration est atteinte, la TCP est produite permettant la
formation de micro-colonies et de la TC (G). De Almagro-Moreno et al (2015). Droits intégraux de reproduction
Creative Commons
Figure 2: Colonisation de l’intestin par V. cholerae - (A) La bactérie V. cholerae peut être ingérée à l’état libre (i),
sous forme de micro-colonies (ii) ou de biofilms (iii). (B) Les cellules épithéliales intestinales sont recouvertes de
mucus. (C) V. cholerae traverse ce mucus via son flagelle qui la rend mobile. (D) A l’approche de l’épithélium, le
flagelle sera rompu et la bactérie établit un attachement initial puis produits différentes adhésines spécifiques et non
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permettant la formation de micro-colonies et de la TC (G). De Almagro-Moreno et al (2015). Droits intégraux de
reproduction Creative Commons
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mobilité sont activées. Ces différentes activations permettront à la bactérie de survivre à la 
sortie de l’hôte.  
1.1.4. Facteurs de virulence 
Les facteurs de virulence ont été définis comme les mécanismes utilisés par la 
bactérie pour se répliquer chez l’hôte, et in fine se disséminer. Ils permettent d’affaiblir 
l’hôte mais aussi de contourner ou renverser ses défenses face à l’infection 64. Chez V. 
cholerae, les principaux facteurs de virulence sont la TC et le TCP. Cependant ils ne sont 
pas les seuls, certains mécanismes comme ceux impliqués dans la résistance aux agents 
antimicrobiens pourraient être reconnus comme des facteurs de virulence.  
1.1.4.1. Toxine cholérique (TC) 
La TC, responsable des symptômes chez l’hôte contaminé, est une exotoxine 
protéique. Cette protéine est l’assemblage de deux sous unités : un exemplaire unique de la 
sous-unité A (TCA) et cinq exemplaires de la sous-unité B (TCB) 65. La sous-unité A est 
responsable de la toxicité de la molécule et les sous-unités B permettent la liaison aux 
cellules de l’hôte 66. Les gènes qui codent ces sous-unités sont respectivement ctxA et ctxB, 
initialement portés par le phage filamenteux CTX et dont le récepteur est le pilus co-régulé 
à la toxine TCP. Le phage s’est intégré en une (souche El Tor) ou deux copies (souche 
classique) sur le large chromosome des souches V. cholerae O1 ainsi que la souche O139 67, 
68. Une fois exprimée et assemblée dans le périplasme, la TC est sécrétée par V. cholerae et
transportée via le système de sécrétion de type II dans le lumen intestinal. La TC se lie aux 
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cellules intestinales via la liaison de TCB au monosialoganglioside GM1 à leur surface 
(Figure 3) 69. Ce dernier n’est pas spécifique des entérocytes et ne s’exprime que dans 
certaines phases du cycle cellulaire : les phases G0/G1 70. La TC est endocytée et la TCA et 
la TCB se dissocient au niveau du réticulum endoplasmique69. La TCA est ensuite 
transportée jusqu’au cytosol où elle permet le transfert de l’ADP-ribose du nicotinamide 
adénine dinucléotide sur une des arginines de la protéine G alpha provoquant et conduisant 
à l’activation permanente de l’adénylate cyclase (AC). Ceci entraîne alors une augmentation 
de la concentration en cAMP intracellulaire et un débalancement dans le mouvement 
d’électrolytes à l’intérieur de la cellule (Figure 3) 69,71. On observe une augmentation 
anormale de l’excrétion d’ions Cl- concomitante à une fuite hydrique, entraînant alors 
d’importantes diarrhées aqueuses chez les patients pouvant aller jusqu'à 2 l/heures (Figure 
3) 5.
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1.1.4.2. Le pilus co-régulé à la toxine (TCP). 
Le TCP est un pilus de type IV constitué de la répétition d’une sous-unité TcpA codée 
par le gène tcpA 72,73 . Le terme « co-régulé » a été employé puisque in vitro, les signaux qui 
induisent l’expression de la TC induisent également l’expression du TCP (cf section 1.5.6). 
Les fonctions de ce pilus sont multiples. Tout d’abord, le TCP permet l’auto-agrégation de 
V. cholerae et ainsi la formation de structures particulières chez l’hôte qu’on appelle :
microcolonies. Ces microcolonies protégeront la bactérie des défenses de l’hôte et 
permettront la formation de microenvironnement dans lequel la concentration en TC est 
élevée, la qualifiant alors de facteur de virulence. Historiquement, le TCP a agi comme 
Figure 3: Toxine cholérique
La toxine cholérique est sécrétée par V.
cholerae à la surface de l’épithélium
intestinal l’assemblage de deux sous-
unités: un exemplaire de sous-unité A
(TCA, en bleu) et cinq exemplaires de
sous-unités B (TCB, en rouge). Après
liaison au monosialoganglioside GM1 à
la surface des entérocytes, la TC est
internalisée. La TCA et la TCB se
dissocie au réticulum endoplasmique
(ER). La TCA entraine alors
l’activation permanente de la protéine
GS (vert) et donc l’hyperactivation de
l’adénylate cyclase (AC, jaune). La
concentration en cAMP est augmentée,
provoquant un débanlancement dans le
mouvement d’électrolytes, entrainant
alors d’importantes diarrhées aqueuses
et une déshydratation chez le patient. De
Vanbennekom et al (2013). Droits
intégraux de reproduction Creative
Commons
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récepteur du phage CTX, permettant à V. cholerae de recevoir les gènes ctxA et ctxB qui 
codent pour les sous-unités de la TC 67. Les gènes responsables de la synthèse du TCP sont 
regroupés en un opéron au sein de l’îlot de virulence (VPI). Parmi ces gènes se trouvent 
tcpA, codant pour la principale sous-unité du TCP, TcpA 74.  
1.1.4.3. Mobilité 
V. cholerae est doté d’un flagelle polaire, divisé en trois composants : le corps basal,
le crochet et le filament, qui lui confère sa mobilité. La mobilité est complètement impliquée 
dans la colonisation de l’hôte puisqu’elle permet à la bactérie de se rapprocher de sa niche, 
d’établir l’attachement au niveau de l’épithélium intestinal, de contrôler l’expression du TCP 
et de la TC et enfin de sortir de l’hôte pour la dissémination environnementale 52.  Il a été 
montré que l’ingestion de mutants V. cholerae non mobiles par des adultes volontaires 
provoque des symptômes affaiblis 52. De plus, des mutants non mobiles montrent une 
augmentation du niveau de production de TC et de TCP mais aussi de l’expression de la TC 
et du TCP en dehors de la niche de la bactérie. La mobilité apparaît alors comme un facteur 
de virulence essentiel à V. cholerae 52.  
L’assemblage de cette structure est soumis à une régulation génique fine à 4 étages75. 
En effet, l’unique gène de classe I permet la synthèse de FlrA, qui active les gènes de classe 
II permettant la synthèse de l’appareil MS et les composants du système FlrBC. A son tour, 
FlrC sous sa forme phosphorylée active les gènes de classe III qui permettent la synthèse du 
corps basal, du crochet et de la flagelline FlaA. Finalement, FlgM un facteur antisigma sera 
sécrété via le corps basal pour permettre la transcription des gènes de type IV qui code pour 
d’autres flagellines et des composantes du moteur 29,52,75,.  
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1.1.4.4. Porines 
Les porines OmpU et OmpT peuvent également être identifiées comme des facteurs 
de virulence. Ces porines font partie de la famille des outer membrane proteins (OMP) 76. 
La production d’OmpU permet une augmentation de la résistance de V. cholerae à la bile, 
mais aussi dans la résistance de la bactérie à l’acide via son implication dans l’ATR 76. 
OmpT, quant à elle, serait inversement régulé par rapport à la virulence puisque chez les 
mutants déficients pour le gène ompT, une diminution des niveaux de TC et TCP est 
observée. Ainsi, la régulation de ces porines est pleinement impliquée dans la virulence de 
V. cholerae 50,76.
1.1.4.5. Mécanismes de résistance aux agents antimicrobiens 
Les agents antimicrobiens recouvrent les molécules synthétiques ou naturelles qui 
ont un effet bactéricide ou bactériostatique avéré. V. cholerae, comme de nombreuses 
bactéries pathogènes a acquis au cours du temps des mécanismes de résistance aux agents 
antimicrobiens via notamment le transfert horizontal de de gènes. Que ce soit pour la 
résistance aux antibiotiques ou aux PAM, différentes études ont montré le rôle de ces 
mécanismes dans la virulence de V. cholerae 77. En effet, ces mécanismes de résistance 
permettent à la bactérie de contourner les défenses de l’hôte et ainsi accroître sa virulence 
77.
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Les mécanismes de résistance aux antibiotiques développés par V. cholerae sont 
divers : pompe d’efflux, mutations spontanées, échange de plasmides entre souches ou avec 
d’autres espèces bactériennes 78.  
Concernant les mécanismes de résistance aux PAM ils sont nombreux comme 
l’altération de la charge membranaire, les mécanismes d’efflux, ou le clivage protéolytique 
79. Ces mécanismes seront plus précisément décrits en section 3.2.
1.1.4.6. Régulation des facteurs de virulence 
Régulation génique 
Chez les souches V. cholerae (cf section 1.1.2) exprimant la TC et le TCP, 
l’expression de ces facteurs est soumise à une régulation fine. En effet, ces facteurs ne seront 
exprimés que lorsque la bactérie atteint sa niche: l’épithélium intestinal (Figure 2) 42,80.  
Pour ce faire, ctx et tcp sont soumis au contrôle transcriptionnel de l’activateur 
majeur de virulence, ToxT. Le gène toxT est lui-même l’objet du contrôle transcriptomique 
des protéines transmembranaires ToxR et TcpP. En effet, TcpP et ToxR, dont les domaines 
cytoplasmiques N-terminaux se lient à l’ADN, permettent en collaboration avec 
respectivement TcpH et ToxS, l’activation de ToxT une protéine de la famille AraC/XylS. 
Cette dernière se lie alors directement aux promoteurs de tcpA-F et ctxAB, dans une région 
appelée « totbox » de 13 pb (Figure 4) 49,80. En amont, TcpP et ToxR sont également sous 
le contrôle transcriptionnel des activateurs cytoplasmiques AphA et AphB (Figure 4) 49,56. 
ToxR est aussi impliqué dans la régulation de l’expression des porines telles qu’OmpU et 
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OmpT. L’expression du gène ompU est activée en présence de ToxR alors que l’expression 
du gène ompT est réprimée par ToxR 76. La régulation fine de l’expression de ces porines 
est indispensable pour une résistance à l’acidité et à la bile, mais également la colonisation 
de l’hôte 42,76.  
L’ensemble de cette régulation est dépendant de l’environnement. Alors que 
l’activité de ToxT est soumise à une inhibition en présence de bile, AphA et AphB sont 
dépendants de la densité cellulaire via la voie du quorum sensing (QS) (cf ci-bas section « 
quorum sensing », figure 4) 61,81. Ces mécanismes permettent à V. cholerae d’exprimer ses 
facteurs de virulence uniquement lorsque l’environnement est favorable. Ensemble, cette 
voie de régulation permet de protéger la bactérie des défenses de l’hôte, mais également une 
colonisation efficace 42.   
Figure 4: Régulation de l’expression de la TC et du TCP- A faible densité génique, les activateurs
cytoplasmiques AphA et AphB s’expriment et activent l’expression de l’opéron tcpPH (représenté par
le « + » sur la figure). En partenariat avec respectivement TcpH et ToxS, les protéines
transmembranaires TcpP et ToxR se lient au promoteur de toxT et entrainent son expression. A son
tour, ToxT se lie aux promotteurs de ctxAB et tcpA-F sur les régions « totbox » et permettent
l’expression des facteurs de virulence: la TC et le TCP. De Matson et al (2007). Droits de
reproduction accordés pour écriture de thèse ou manuscrit étudiants par l’ASM
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transmembranaires TcpP et ToxR se lient au promoteur de toxT et entrainent son expression. A son
tour, ToxT se lie aux promotteurs de ctxAB et tcpA-F sur les régions « totbox » et permettent
l’expression des facteurs de virulence: la TC et le TCP. De Matson et al (2007). Droits de
reproduction accordés pour écriture de thèse ou manuscrit étudiants par l’ASM
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Le quorum sensing 
Comme nous venons de le voir, certaines voies de régulation sont soumises à la 
densité cellulaire. Le QS représente la capacité des bactéries à communiquer entre elles82. 
En effet, la bactérie produit de petites molécules appelées auto-inducteurs qui s’accumulent 
dans l’environnement en fonction de la densité cellulaire. C’est la concentration de ces 
molécules qui module le transcriptome de la bactérie. Le QS permet de réguler de nombreux 
processus bactériens chez l’hôte ou dans son environnement, comme la formation de 
biofilms, la mobilité ou encore la virulence 82,83. Ainsi, lorsque V. cholerae commence à 
coloniser l’intestin grêle, peu de bactéries sont attachées à l’épithélium et la densité cellulaire 
est faible 42. Dans ces conditions, le régulateur majeur du QS, HapR n’est pas produit 
(Figure 5). En effet, les concentrations en auto-inducteurs, CA-I et AI-2 détectées par CqsS 
et LuxQ sont faible dans l’environnement 61,84. L’activité des kinases CqsS et LuxQ qui les 
produisent respectivement en intracellulaire est forte. Une voie de phosphorylation active 
alors la voie de réponse LuxO. LuxO permet alors la transcription de petits ARNr Qrr1-4 
(Figure 5). Ces petits ARN inhibent la transcription de hapR tout en induisant la 
transcription de aphA et donc l’activation de l’expression des facteurs de virulence : TC et 
TCP 85. A haute densité cellulaire, le niveau des auto-inducteurs est fort, ce qui diminue 
l’activité kinase. La voie d’activation LuxO et donc la synthèse des ARNr est alors réprimée, 
ce qui permet l’activation de l’expression de hapR et donc l’arrêt de l’expression de aphA 
(Figure 5) 86. L’ensemble de ces mécanismes permet la régulation des facteurs de virulence 
via le QS par la densité cellulaire 84.  
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1.2. Mécanismes de défenses de l’hôte 
En cas d’infection, l’hôte possède différents systèmes qui servent de barrières pour 
sa protection. Trois barrières peuvent être distinguées : les mécanismes physiques et 
chimiques non spécifiques, le système immunitaire inné et le système immunitaire adaptatif. 
1.2.1. Mécanismes physiques et chimiques non spécifiques 
Chez l’hôte sain, de nombreux éléments, comme l’acidité stomacale, la bile, le 
péristaltisme ou encore l’épithélium et le mucus intestinal permettent de limiter la 
colonisation par des pathogènes 87.   
Acidité stomacale 
Figure 5: Voie de régulation du Quorum sensing (QS) – Lorsque la densité cellulaire est faible (A), la
concentration en inducteur est très faible. L’activité des kinases LuxPQ, CqsR, CqsR et VpsS est importante et
activent la voie LuxO. LuxO phosphorylé active alors la transcription des petits sARN Qrr qui induisent la
transcription de AphA et bloque l’expression de HapR. A haute densité (B), le niveau des auto-induceurs (CAI-1;
AI-2) est fort, la voie LuxO est alors bloquée, ce qui lève l’inhibition de HapR. De Jemielita et al (2018). Droits
intégraux de reproduction Creative Commons
Figure 5: Voie d régulation du Quorum sensing (QS) – Lorsque la densité cellu aire est faible (A), la
con e tra ion en induct st très faible. L’activité des kinases LuxPQ, CqsR, Cq R et V sS est
importante et activent la voie LuxO. LuxO phosphorylé active alors la transcription des petits sARN Qrr
qui induisent la transcription de AphA et bloque l’expression de HapR. A haute densité (B), le niveau des
auto-induceurs (CAI-1; AI-2) est fort, la voie LuxO est alors bloquée, ce qui lève l’inhibition de HapR.
De Jemielita et al (2018).Droits intégraux de reproduction Creative Commons
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Dans l’estomac, le pH est aux alentours de 4. Un des principaux rôles de cette acidité, 
outre la digestion des aliments est la prévention de colonisation de l’intestin par des 
pathogènes. En effet, le contenu gastrique composé d’ions HCl et de pepsine permet de tuer 
les bactéries en moins de 15 minutes. L’acide chloridique est sécrété par les cellules 
pariétales de l’estomac. V. cholerae est une espèce spécifiquement sensible à l’acidité. Dans 
le cadre d’une infection à V. cholerae, il a été montré que lorsque le pH stomacal est 
tamponné via l’utilisation de bicarbonate de soude ou du bol alimentaire, la dose minimale 
nécessaire pour la colonisation de l’hôte par V. cholerae est abaissée. Ainsi si la dose ingérée 
est trop faible, l’acidité stomacale permet de contrôler l’infection à V. cholerae 87,88,89.  
La bile 
La bile est une sécrétion hépatique présente dans le duodénum et composée de 95% 
d’eau dans laquelle sont dissous des sels biliaires, la bilirubine, du cholestérol, des acides 
aminés, des enzymes, etc 47. La bile a de nombreuses fonctions, comme la digestion des 
lipides, mais aussi la protection face aux pathogènes. En effet, elle contient des 
immunoglobulines A (IgA), des cytokines inflammatoires et permet la stimulation du 
système immunitaire dans l’intestin 90. De plus, la bile inhibe la croissance bactérienne. En 
effet, les acides biliaires sont notamment des molécules amphipatiques dont l’activité 
détergente endommage les membranes bactériennes 47.  
Péristaltisme, épithelium et mucus intestinal 
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L’épithélium intestinal constitue également un rempart face à la colonisation par des 
pathogènes. Tout en tolérant la présence des micro-organismes du microbiote, il permet la 
protection de l’organisme face à de potentiels pathogènes. Il est composé d’une unique 
couche de cellules et sa surface apparaît comme hautement repliée avec des cryptes et des 
villosités 91. Cette structure particulière offre une surface particulièrement large pour 
l’absorption. Différents types cellulaires sont observés dans l’épithélium intestinal 92. La 
majorité de ces cellules sont des entérocytes qui sont responsables de l’absorption de l’eau 
et des nutriments. D’autres cellules, sont retrouvées telles que les cellules caliciformes, qui 
sont responsables de la production de mucus et notamment de la protéine glycosylée Muc2 
91. Cette protéine serait indispensable pour la protection de l’hôte face aux pathogènes. En
effet, la présence de mucines à la surface de l’épithélium constitue un obstacle à la 
colonisation de V. cholerae (cf section 1.3.2). De plus, des souris déficientes dans 
l’expression de Muc2 sont incapables de contrôler une infection à Escherichia coli (E. coli) 
enteropathogénique 93. Des cellules entero-endocrine et des cellules de Paneth qui sécrètent 
respectivement des hormones et des PAM sont également présentes au sein de l’épithélium 
intestinal 92.  
Ces cellules présentent un renouvellement élevé. Les cellules souches intestinales 
sont présentes à la base des cryptes et un renouvellement est observé tous les 5 et 7 jours, 
celui-ci est accéléré en cas d’infection sous l’influence de cytokines telles que l’IL-13 94.   
L’épithélium intestinal est entouré par des muscles lisses qui permettent le 
mouvement du bol alimentaire le long du tractus digestif. Ce mouvement est appelé 
péristaltisme et en cas d’infection le rythme de ces mouvements peut être augmenté pour 
permettre l’expulsion du pathogène 17.  
Le Microbiote contre les pathogènes 
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Le corps humain abrite une population dynamique et complexe de micro-organismes 
appelée : microbiote. Le microbiote est majoritairement composé de procaryotes (bactéries 
et archées) mais aussi d’eucaryotes comme des levures et également certains virus (phages) 
95. Le microbiote humain est divisé en différents écosystèmes en fonction de leur
localisation : microbiote vaginal, microbiote intestinal, microbiote de la peau, etc 95. Les 
composants de ces eco-systèmes sont adaptés et spécifiques à chaque localisation et 
colonisent les lieux dès la naissance. Par exemple, dans l’intestin on retrouve plusieurs 
milliers d’espèces différentes dont majoritairement Lactobacillus, Streptococcus et 
Enterobacteria spp. En cas de pathologies la composition du microbiote sera modifiée 96. 
De nombreuses études décrivent les bénéfices qu’offrent le microbiote intestinal de l’hôte. 
En effet, ce dernier permettrait de métaboliser certains composants du bol alimentaire, 
favoriserait le développement du tissu intestinal ou encore contrôlerait la colonisation de 
différents pathogènes dans le système digestif  97. Chez des souris privées de microbiote 
dites « germ-free », la durée de l’infection via Citrobacter rodentium est allongée à 42 jours 
contre 10 jours chez des souris pourvues de microbiote alors que le recrutement des cellules 
immunitaires est identique 98. De plus, d’autres études montrent que l’utilisation prolongée 
d’antibiotiques et donc l’altération du microbiote conduit à une augmentation des infections 
par des entéro-pathogènes99. Tout cela montre le rôle du microbiote comme barrière de 
protection face à la colonisation des pathogènes. Différents mécanismes expliqueraient cette 
protection. Dans le cadre de V. cholerae, certaines études montrent que la composition du 
microbiote serait un facteur de prédisposition pour la colonisation ce pathogène. Des travaux 
montrent notamment l’importance de Bacteroides vulgatus dans la protection face à 
l’infection par V. cholerae chez la souris. Cependant, peu d’études sont disponibles sur 
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l’effet spécifique du microbiote sur V. cholerae 94. Nous décrirons donc ici les mécanismes 
généraux de protection des bactéries commensales face aux pathogènes :  
(i) Un accès limité à l’épithélium intestinal permettrait de diminuer le pouvoir
colonisateur des bactéries pathogènes. Ainsi, le premier mécanisme via lequel
le microbiote offre une protection à son hôte est par compétition. La
concurrence a lieu face à l’espace, mais aussi face aux nutriments disponibles
à la surface de l’épithélium intestinal 101. Par exemple, E. coli de type
commensal compétitionne avec le type entérohémorragique via la
consommation de certains acides aminés ou certains acides organiques102.
Autre exemple, la sécrétion de facteurs de virulence par des pathogènes
comme Shigella flexneri nécessite la présence dans l’environnement de
certains composés en oxygène. Or, certaines bactéries anaérobiques
facultatives consommeraient ces composés limitant alors la virulence du
pathogène 103.
(ii) D’autres mécanismes sont indirects et consistent en une modulation du
système immunitaire innée, et des cellules de l’épithélium intestinal. En effet,
les souris « germ-free », présentent des défauts dans le renouvellement de
l’épithélium intestinal, mais aussi dans la production de PAM par les cellules
de Paneth 104,105.
(iii) Un autre mécanisme d’inhibition a lieu via la production par certaines
bactéries de composés particuliers, certains de ces composés auront un effet
direct sur les pathogènes. A partir de certains carbohydrates présents dans
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l’alimentation, les bactéries du microbiote produiront des acides lipidiques à 
courte chaîne de type : acétate, propionate et butyrate. La présence d’acétate 
induit de la part des cellules épithéliales une réponse anti-inflammatoire et 
anti-apoptotique 106. Il a par exemple, était montré qu’en absence de B. 
vulgatis, la présence de ces acides lipidiques à courte chaine est diminuée, 
permettant la croissance de V. cholerae100.  De plus, dans certains cas, la 
présence de ces composés conduit à l’acidification du milieu et limite la 
colonisation par E. coli pathogène 107. Ces acides lipidiques à chaîne courte 
peuvent également inhiber l’expression de facteurs de virulence comme le 
système de sécrétion de type III chez Salmonella enterica Serovar Enteritidis 
et Typhimurium 107,108. Dans d’autres cas, certaines bactéries du microbiote 
peuvent produire des composés pouvant conduire à une résistance de l’hôte. 
Par exemple, dans le cadre de l’infection à V. cholerae, la bactérie 
commensale Ruminococcus obeum produit un signal du QS AI-2, ce qui 
modifie l’expression de la TC (cf. section 1.5.6) et ainsi limite la capacité de 
colonisation de la bactérie 109. Les bactéries du microbiote ont également la 
capacité de produire des peptides antimicrobiens. Cette habilité est 
ubiquitaire dans le règne bactérien, probablement via la dissémination de 
cette caractéristique par les éléments génétiques mobiles 107,110. Les PAM 
d’origine bactérienne sont aussi connus sous le nom de bactériocines. Chez 
les bactéries à Gram négatif, les bactériocines sont classifiées en fonction de 
leur taille : les microcines et les colicines. Les microcines sont divisées en 
classe I et classe II 111. Les microcines de classe I (par exemple les microcines 
C7 ou J25) sont relativement petites et sont caractérisées par la présence de 
nombreuses modifications post-traductionelles. A contrario, les microcines 
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de classe II sont plus grandes et ne présentent pas de modifications post-
traductionnelles 93, 112. Chez les bactéries à Gram positif, les bactériocines 
sont également divisées en deux classes : les lantibiotiques et les non-
lantibiotiques 113,114.  Les lantibiotiques sont de petits PAM entre 19 et 38 
acides aminés contenant des modifications post-traductionnelles. Les non 
lantibiotiques sont plus larges, entre 25 et 60 acides aminés, thermostables et 
cationiques 115.  
Ainsi le microbiote régule via différents mécanismes et notamment la présence de PAM, la 
niche écologique. Ce système permet de lutter contre la colonisation par des pathogènes chez 
l’hôte 116. Ce mécanisme agit en synergie avec d’autres mécanismes de l’hôte, comme la 
sécrétion de bile ou le peristaltisme pour empêcher l’invasion par des espèces néfastes 
comme V. cholerae. 
Nous verrons en section 3, les différents mécanismes via lesquels les PAM bactériens 
exercent leur effet bactéricide. Ensemble, ces mécanismes permettent au microbiote d’agir 
véritablement comme un protecteur face aux pathogènes. 
Le microbiote, ainsi que des éléments propres à l’hôte comme l’acidité stomacale, le 
péristaltisme ou encore l’organisation de l’épithélium intestinal sont autant d’éléments qui 
limitent la colonisation par des pathogènes. Lorsque les bactéries pathogènes arrivent à 
passer ces différentes barrières, l’hôte dispose de son système immunitaire, scindé en 
système inné ou adaptatif 117. 
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1.2.2. Immunité innée 
Quand l’agent pathogène colonise l’hôte, la première réponse de celui-ci est la mise 
en marche des mécanismes de l’immunité innée.  L’immunité innée représente les défenses 
dont dispose l’hôte qui ne sont pas spécifiques à un pathogène en particulier 117.  
Dans ce système, de nombreuses cellules hématopoïétiques et non-hématopoïétiques 
participent 118, 119. Les cellules hématopoïétiques sont plus spécifiquement des macrophages, 
des cellules dendritiques, des mastocytes, des neutrophiles, des éosinophiles et des cellules 
Natural Killer (NK). En parallèle aux défenses cellulaires, l’immunité innée comprend 
également une composante humorale qui inclut différentes protéines comme le complément, 
la protéine de liaison au LPS (LBP) et des PAM 120.  
De récentes études ont montré l’implication du système immunitaire inné dans la 
lutte contre l’infection à V. cholerae 87. Il a été observé chez des patients atteints de forme 
sévère de choléra une augmentation des principaux médiateurs de l’immunité innée tels que 
la lactoferrine dans le sang 121. De plus, alors que des observations de biopsies de patients 
infectés avec V. cholerae ne montrent aucun changement morphologique au niveau de la 
muqueuse intestinale, des signes de réponses immunitaires innées comme la présence 
d’infiltrations de neutrophiles, la dégranulation des mastocytes et des éosinophiles, 
l’expression de molécules pro-inflammatoires comme le TNF-a ou d’interleukines sont 
observés 122, 123.  Tout ceci est confirmé à l’échelle transcroptomique par des études faisant 
part dans la muqueuse de sept patients cholériques de la prédominance des gènes de 
l’immunité innée dans les gènes surexprimés lors de l’infection 121, confirmant le rôle crucial 
des composants de l’immunité innée dans la défense de l’hôte face à V. cholerae.  
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L’intrusion de V. cholerae chez l’hôte serait reconnue par les cellules effectrices du 
système immunitaire inné. Dans le cadre de ce système, ce sont des motifs très conservés 
dans le règne microbien dits Pattern recognition receptors (PRR) qui induisent une réponse. 
Par exemple, les récepteurs de la famille Toll-like reconnaissent des épitopes retrouvés dans 
tout le règne microbien. Concernant V. cholerae, ce sont le LPS, le flagelle et le 
polysaccharide O spécifique (impliqué dans le sérotype) qui permettent majoritairement 
d’initier la réponse du système inné 11,124. En réponse à cela, différentes voies métaboliques 
seraient impliquées, comme l’activation de la voie NF-kB, l’inflammasome NLRP3 ou 
encore la voie des mitogen-activated protein kinases (MAPK) 125,126. Les mécanismes qui 
en découlent comprennent la phagocytose, la cytotoxicité, mais aussi la sécrétion de facteurs 
dont les PAM, des cytokines ou encore des protéases 126, 127.   
Les PAM humains, les défensines et les cathélicidines, sont exprimés par une variété 
de cellules du système immunitaire inné comme par exemple les cellules NK, mais aussi par 
des cellules épithéliales 128. L’expression des PAM par les cellules peut être induite par 
différents stimuli comme un état pro-inflammatoire ou la présence de cytokines (TNF, IL-1, 
…) mais il arrive aussi que leur production soit constitutive comme, par exemple 
l’expression de défensines par les neutrophiles. Leur mode d’action sera décrit en section 3. 
Des études ont précédemment montré que suite à une infection à V. cholerae, la 
réponse immune innée se caractérise par une augmentation de l’expression des PAM au 
niveau du duodénum. En effet, il a été observé une augmentation de la transcription des 
défensines et de la cathélicidines LL-37 chez des patients infectés avec V. cholerae O1 129.  
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Les défensines 
Les défensines sont de petits PAM cationiques caractérisées par la présence de trois 
sous-unités reliées par des ponts disulfures divisés en défensines a ou b 130. Les défensines 
a sont produites par les neutrophiles, les macrophages et les cellules de Paneth dans 
l’intestin, alors que les défensines b sont produites par de nombreux leucocytes et cellules 
épithéliales. Leur production est soumise à une régulation fine qui serait cellule spécifique 
131. Par exemple, dans les cellules de Paneth, suite à une stimulation par le LPS, les
défensines actives sont produites suite à un clivage de la molécule précurseur par le 
trypsinogène. Les défensines ciblent un large spectre de micro-organismes dont des bactéries 
à Gram-positif et Gram-négatif et via leur charge positive, ces PAM établiront un premier 
contact par liaisons hydrophobes à la membrane des bactéries chargées négativement 131, 132, 
133.  
Les cathélicidines 
Les cathélicidines sont des petits PAM cationiques retrouvées chez de nombreux 
mammifères (humains, bovins, équidés, souris …). Les cathélicidines sont caractérisées par 
un domaine cathéline, N-terminal conservé et un domaine C-terminal antimicrobien. Chez 
l’humain, la seule cathelicidine est LL-37. Ce PAM est exprimé majoritairement par les 
neutrophiles et les cellules épithéliales au cours de l’inflammation. Un précurseur de LL-37 
est retrouvé dans les granules des neutrophiles. Après l’activation de ces derniers, le 
précurseur est clivé par la protéinase 3, libérant le domaine C-terminal qui est ensuite sécrété 
dans le compartiment extracellulaire. Dans le milieu extracellulaire, LL-37, via sa structure 
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hélicoïdale, s’associe à la surface des membranes bactériennes pour avoir son effet 
bactéricide et former des pores dans la membrane bactérienne 134 (cf section 3). De plus, LL-
37 aurait un rôle immuno-modulateur. En effet, de nombreuses études ont montré que ce 
PAM aurait un effet chimioattracteur sur les cellules immunitaires circulantes telles que les 
neutrophiles, les monocytes ou encore les cellules T 135. De plus, LL-37 activerait la 
production et la sécrétion de molécules pro-inflammatoires 134,136. Ainsi, via le recrutement 
de cellules effectrices, mais aussi de composés comme les PAM, l’hôte peut se défendre face 
aux infections en attendant la mise en place de la réponse immunitaire adaptative spécifique 
au pathogène. 
1.2.3. Immunité adaptative 
L’immunité adaptative est spécifique d’un pathogène et consiste d’une part en la 
sécrétion d’anticorps spécifiques à l’antigène et d’autre part en l’activation par les cellules 
dendritiques des lymphocytes T qui détruiront les cellules infectées ou stimuleront la 
production d’anticorps par la sécrétion de cytokines. L’activation d’une réponse immunitaire 
provoque des mécanismes mémoires qui permettront une réponse plus rapide en cas de 
réinfection par le même pathogène 117,137 .  
Une protection suite à une infection naturelle a été reportée suite à une infection à V. 
cholerae 138. Cependant, les mécanismes de l’immunité adaptative dans ce cas n’ont été que 
peu étudiés.  Les patients cholériques développent une réponse mémoire à cellules B envers 
au moins les antigènes protéiques de la TC mais aussi du TCP 139.  
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En cas de rupture de ces barrières, l’infection survient. Dans le cas de V. cholerae, 
certains antibiotiques sont prescrits comme l’erythromycine, la tétracycline ou la 
doxycycline pour limiter la durée de l’infection, réduire les symptômes et les diarrhées  140, 
141. Malheureusement, suite à l’utilisation excessive de ces composés, V. cholerae, comme
de nombreux pathogènes, présente de plus en plus de mécanismes de résistances aux 
antibiotiques 142. Les PAM ont montré une large importance dans la modulation de 
l’immunité innée, mais aussi un effet bactéricide face aux pathogènes. De plus, certains 
PAM sont déjà commercialiser, ils apparaissent comme une excellente alternative les 
antibiotiques. Une meilleure compréhension des mécanismes d’action des PAM et des 
réponses des pathogènes envers ces agents pourrait permettre de mettre à jour de nouveaux 
traitements.  
1.3. Peptides antimicrobiens 
La production de PAM est un mécanisme de défense utilisé par les bactéries et les 
mammifères, mais plus largement dans tous le règne du vivant 143. A ce jour, près de 2800 
PAM différents sont répertoriés. Alors que les PAM d’origine bactérienne permettent de 
réguler la communauté microbienne et d’empêcher la colonisation par des bactéries 
étrangères, les PAM d’origine humaine seraient les molécules effectrices du système 
immunitaire inné via leur effet antimicrobien et immunomodulateur 144,145 .  
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Les PAM sont pour la plupart cationiques et amphiphiles et vont différer quant à leur 
origine (cf. section 2 pour les PAM d’origine bactérienne ou humaine), leur efficacité, leur 
cible (bactéries à Gram positif ou à Gram négatif), mais aussi via leur mode d’action 146.  
1.3.1.  Mode d’action des PAM 
1.3.1.1. Perméabilisation de la membrane 
Un mécanisme courant dans la toxicité des PAM face aux bactéries est la 
perméabilisation de la membrane bactérienne. De nombreux PAM sont chargés 
positivement, ce qui permet l’attraction vers la membrane externe pour les bactéries Gram 
négatif ou la paroi bactérienne pour les bactéries Gram positif qui sont chargées 
négativement 147. Les PAM s’accumulent alors à la surface bactérienne pour former des 
pores et induire la lyse cellulaire. Différentes théories expliqueraient la formation de ces 
structures : (i) à haute concentration, les peptides s’insèrent perpendiculairement dans la 
membrane et forment des pores ; (ii) les peptides s’insèrent parallèlement et à haute 
concentration les PAM agissent comme un détergent ; ou (iii) les peptides s’insèrent 
perpendiculairement à la membrane et à haute concentration ils induisent une déformation 
de la membrane et donc la formation de dommages 148,149,150,151. Les pores induisent alors 
une fuite d’ions et donc des chocs osmotiques qui mènent à la lyse bactérienne 152,153.  
De tels mécanismes sont par exemple observés avec la Polymyxine B (PmB). La 
PmB, très utilisée dans le traitement d’infection avec des bactéries Gram négatif, est un PAM 
cationique qui s’associe avec le lipide A du LPS et entraine alors la formation de pores à la 
membrane bactérienne 152, 154, 155.  
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1.3.1.2. Mécanismes à la membrane 
Un autre mécanisme responsable de l’effet bactéricide des PAM est l’inhibition de 
processus à la surface bactérienne. En effet, différentes études suggèrent que les PAM ne 
sont pas répartis uniformément à la surface de la bactérie. Que ce soit au niveau de la paroi 
bactérienne (bactéries Gram positif) ou au niveau de la membrane bactérienne, certains PAM 
peuvent s’associer préférentiellement à des sites impliqués dans la division, la 
différenciation cellulaire ou la sécrétion, inhibant ainsi ces processus et provoquant la lyse 
bactérienne.  Par exemple, la PmB s’associe préférentiellement chez Streptococcus pyogenes 
à des microdomaines lipidiques anioniques responsables de la sécrétion de protéines associés 
à la virulence, engendrant l’inhibition de la sécrétion de certaines toxines 156,157.  
1.3.1.3. Inhibition des mécanismes cytosoliques 
Les PAM peuvent agir à différents niveaux en intracellulaire pour conduire à la lyse 
bactérienne (bactéricide) ou à l’inhibition de la croissance bactérienne bactériostatique 
(Figure 6). 
En effet, certains PAM pourraient cibler des molécules cytosoliques et ainsi inhiber 
des processus comme la synthèse de l’ADN, la synthèse de la paroi membranaire, la synthèse 
de protéines, etc. La figure 6 répertorie les différents mécanismes cytoplasmiques qui font 
l’objet d’une inhibition par des PAM158.  
Par exemple, la microcine J25 produite par E. coli pénètre les bactéries à Gram 
négatif via les transporteurs à sidérophores. Au cytoplasme, la microcine J25 se lie à l’ARN 
polymérase, inhibant la transcription. Un tel mécanisme empêche alors la croissance 
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bactérienne. 159, 160. Autre exemple, la mersacidine cible la synthèse de la paroi pour leur 
effet bactéricide. En effet, Brotz et al., ont démontré que ce PAM inhibe la biosynthèse du 
polyglycane en interférant dans la réaction de transglycolysation161.  
1.3.1.4. Immunomodulation des PAM 
Enfin, certains PAM agissent en modulant le système immunitaire de l’hôte. En effet, 
il a été montré que de nombreux PAM ont un effet chemo-attracteur sur les cellules du 
système immunitaire innée et adaptatif. Plus particulièrement, il a été montré qu’un PAM tel 
que LL-37 attire les neutrophiles, monocytes, cellules T et mastocytes mais aussi module la 
réponse génique de nombreuses cellules comme les monocytes via activation de p38, des 
voies de signalisation ERK ou encore la voie NF-kB162. Des études ont également rapporté 
Figure 6: Les mécanismes cytoplasmiques, cibles de peptides anti-microbiens chez les bactéries. Le
ribosome, la division cellulaire la synthèse des polysaccharides, de la membrane externe, des protéines ou du
peptidoglycane, l’ADN, l’ARN ou encore des des mécanismes de protections assurées par les chaperonnes ou
des protéases sont la cibles de certains peptides antimicrobiens (PAM). De Le et al (2017). Droits de
reproduction accordés pour écriture de thèse ou manuscrit étudiants par l’ASM
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peptidoglycane, l’ADN, l’ARN ou encore des mécanismes de protections assurés par les chaperonnes ou des
protéases sont la cibles de certains peptides antimicrobiens (PAM). De Le et al (2017). Droits de
reproduction accordés pour écriture de thèse ou manuscrit étudiants par l’ASM
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que des PAM initialement produits par des organismes marins et injectées chez la souris 
avaient également un effet immuno-modulateur comme la clavanine A qui entraine une 
modulation de la production de cytokines chez la souris163.  
Ainsi les PAM agissent à différents niveaux sur le métabolisme bactérien ou via 
modulation du système immunitaire. Ceci provoque une pression de sélection sur les 
bactéries, qui ont alors développé des mécanismes de résistance.  
1.3.2. Mécanismes de résistance aux PAM chez les bactéries à Gram-
négatif 
V. cholerae, comme de nombreuses autres bactéries, a développé des mécanismes de
résistance aux PAM : modification de la charge membranaire, pompe d’efflux pour l’export 
des PAM, production de vésicules pour la dilution des PAM, les systèmes de réponse au 
stress 78, 164. 
1.3.2.1. Systèmes de réponse au stress 
La bactérie dispose de senseurs qui lui permettent de s’adapter à des conditions 
environnementales drastiques telles que la présence de PAM. Ces systèmes permettent 
l’expression de gènes de réponse au stress, tout ceci sous contrôle du facteur sigma E. En 
absence de signaux de stress, RseA, le facteur anti-sigma E, bloque sigma E à la face 
cytoplasmique de la membrane interne. Les PAM endommagent la membrane et provoquent 
des changements conformationnels des protéines de la membrane externe, OmpC et OmpU. 
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Ces changements exposent un domaine particulier riche en tyrosine et phénylalanine qui se 
lie alors au domaine de la protéase DegS et permet son activation. La forme activée de DegS 
clive RseA, ce qui permet la libération à terme du facteur sigma E qui permettra l’activation 
transcriptionnelle de nombreux gènes de réponse au stress et in fine à la protection de V. 
cholerae 165, 166, 167. 
1.3.2.2. Modification de la charge membranaire  
La structure cationique des PAM leur permet de former des interactions 
électrostatiques avec la surface bactérienne168. Différents mécanismes de résistance aux 
PAM reposent donc sur la modification de la charge membranaire. Chez de nombreuses 
bactéries à Gram négatif, par exemple, la modification de la charge provient de 
l’aminoacetylation du phosphatidyl-glycérol avec de la L-lysine ou de la L-alanine 169. 
Chez V. cholerae O1 El Tor, il a été montré que ce sont les gènes organisés en opéron 
(almEFG) codant pour les enzymes AlmE (Vc1579), AlmF (Vc1578) et AlmG (Vc1577) qui 
sont responsables de la modification du lipide A du LPS et in fine de la modification de la 
charge membranaire170. En effet, on a observé en séquençage d’ARN une augmentation de 
l’expression de l’opéron almEFG chez V. cholerae après infection chez la souris 171.  
AlmE génère du glycyl-AMP ainsi que du pyrophosphate à partir de glycine et 
d’ATP. Le glycyl-AMP est alors lié à une protéine de transport : l’holo-AlmF, issue du 
transfert du 4’-phosphopantetheinyl du co-enzyme A sur l’apo-AlmF (Figure 7). Ce 
nouveau composé glycyl-AlmF est utilisé par AlmG pour estérifier la glycine du lipide A, 
ce qui lui confère une charge positive au lipide A et réduit la charge négative globale de la 
membrane de V. cholerae El Tor et donc les liaisons électrostatiques entre les PAM (en 
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particulier la PmB) et celle-ci (Figure 7). L’expression de l’opéron almEFG est modulée 
par le système à deux composantes VprA et VprB. Lorsque VprB, une protéine kinase située 
à la membrane est activée, elle s’auto-phosphoryle. Le groupement phosphate est alors 
transféré sur le régulateur de la réponse, VprA, qui active par liaison directe au promoteur 
l’expression de l’opéron almEFG 172,173. 
Chez les souches classiques, les mutants de V. cholerae délétés pour almE, almF ou 
almG sont 100 fois plus sensible à la PmB que la souche sauvage. De plus, la transformation 
d’une souche classique avec un plasmide codant pour l’opéron almEFG induit une 
augmentation importante de la résistance à la PmB170, 173.  
1.3.2.3. Dilutions des PAM 
Figure 7 : Mécanisme de modification de la charge membranaire chez V. cholerae – Lorsque VprB (bleu)
présente à la membrane interne (IM) est stimulée, elle s’auto-phosphoryle et le groupement phosphate est transféré
sur VprA (bleu). VprA phosphorylée active l’expression de l’opéron almEFG. AlmE (vert) agit comme une ligase et
permet la liaison d’une glycine (rouge) à la protéine AlmF. Le complexe AlmF-Gly sert de substrat à AlmG pour
l’esterification de la glycine du lipide A. Il en résulte une augmentation de la charge nette de la membrane externe
(OM) et donc une répulsion du PAM (ex: PmB) chargé négativement. De Herrera et al. (2015) Droits de
reproduction accordés pour écriture de thèse ou manuscrit étudiants par l’ASM
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Un autre mécanisme utilisé par V. cholerae est la dilution des PAM via leur liaison aux 
vésicules de sécrétion par exemple. En effet, les bactéries à Gram négatif relâchent des 
vésicules de 50 à 200 nm de diamètre dites vésicules de la membrane externe ou outer 
membrane vesicles (OMV). Ces vésicules à double membranes sont produites via des 
invaginations de la membrane externe. Par conséquent, elles contiennent de l’ADN, de 
l’ARN, des protéines de la membrane externe, du LPS, des phospholipides mais aussi des 
contenus périplasmiques. Leurs rôles sont divers, dont notamment la libération des facteurs 
de virulence à des sites distaux ou proximaux174.  
La protéine de matrice des biofilms Bap1 serait particulièrement importante dans ce 
mécanisme de résistance. En effet, en présence de concentrations sous létale en PmB, le 
contenu protéique à la surface des vésicules de sécrétion est modifié. En effet, dans ces 
conditions, une augmentation du niveau d’OmpT est observée à la surface des vésicules. 
Bap1, sécrétée par V. cholerae, se lie alors à OmpT via son domaine LDV (Figure 8). Suite 
à cela, si la bactérie est exposée à des concentrations fortes en LL-37, le PAM se lie à la 
vésicule de sécrétion via Bap1, qui agit comme un adaptateur. La concentration en PAM est 
abaissée. Ce mécanisme permet alors d’augmenter le seuil de résistance de V. cholerae aux 
PAM175 (Figure 8).   
41 
1.3.2.4. Digestion des PAM 
Certains mécanismes de résistance aux PAM sont liés à la dégradation des PAM par 
la bactérie avec par exemple la sécrétion de protéase. Chez V. cholerae, une hypothèse 
repose notamment sur l’activité de PrtV. Cette protéase est extracellulaire et appartient à la 
famille des M6 métallo-protéases 176. Cette protéase est associée aux OMV et plus sa 
concentration est élevée, plus la résistance de la bactérie est importante face à des PAM 
comme LL-37. Ainsi, PrtV possède un domaine protéolytique M6 peptidase qui pourrait 
permettre la protéolyse de LL-37 avant que celui-ci n’endommage la bactérie 36.   
Figure 8 : Dilution des PAM via Bap1 à la surface des OMV– (A) En absence de PmB la quantité d’OmpT à la surface
des OMV est faible, la concentration en PAM à l’environnement bactérien est forte. La membrane bactérienne est
fortement affectée par l’effet bactéricide. (B) En présence de concentrations sous létales de PmB, la quantité de la porine
OmpT à la surface des OMV est forte. Bap1 est sécrétée par V. cholerae et se lie à OmpT via le domaine LDV. Par la
suite, lorsque la bactérie est exposée à une concentration forte en LL-37. Le PAM est piégée à la surface des vésicules de
sécrétion et sa concentration à la membrane bactérienne est abaissée. Duperthuy et al. (2013). Droits intégraux de
reproduction Creative Commons
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1.3.2.5. Formation de biofilms 
Un autre mécanisme utilisé par les bactéries pour se protéger des agents 
antimicrobiens est la formation de biofilms (cf section 1.1.3.1). En effet, sous cet état les 
bactéries présentent une meilleure résistance face aux antibiotiques mais aussi aux PAM. 
Cet effet s’expliquerait par la difficulté de pénétration des PAM de la matrice extracellulaire 
des biofilms.  
1.3.2.6. Capsule 
Enfin chez certaines bactéries, la présence d’une capsule protège de l’attaque des 
PAM. Cette structure, observable en microscopie électronique est présente chez de 
nombreux pathogènes tels que E. coli, S. aureus mais aussi le sérogroupe O139 de V. 
cholerae. La capsule est composée de longues chaines de polysaccharides de la capsule 
bactérienne (CPS) 177. Il a notamment été montré que chez Klebsiella pneumoniae ou 
Neisseria meningitidis, l’implication des CPS dans la résistance aux PAM tels que la PmB. 
De plus, une corrélation entre le niveau d’expression des CPS et la résistance à la PmB a été 
observée chez K. pneumoniae178,179. Ces mécanismes seraient liés aux charges négatives 
portées par les CPS qui agiraient alors comme un piège pour les PAM chargés 
positivement168, 179.  
Ainsi cette revue de littérature nous a permis de décrire le cycle de vie de V. cholerae 
et de mettre en avant les différents mécanismes d’adaptation qui lui permettent de survivre 
dans l’environnement aquatique et chez l’hôte. Durant la colonisation de l’hôte, V. cholerae 
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est confronté à différents éléments de protection, dont le microbiote et l’épithélium 
intestinal. Tous deux produisent de petits peptides appelés PAM qui agissent à différents 
niveaux de la bactérie pour permettre sa lyse ou l’inhibition de la croissance. 
Malheureusement, la bactérie a développé différents mécanismes de résistance aux PAM. 
Certains de ces mécanismes ont déjà été identifiés, mais les connaissances restent 
parcellaires, principalement parce que l’identification de ces mécanismes s’est bien souvent 
reposée sur des méthodes de mutagénèse aléatoire. Pourtant, les PAM pourraient constituer 
une excellente alternative aux antibiotiques.  
 Ainsi, il convient de proposer de nouvelles méthodes d’identification des 
mécanismes de résistance et de déterminer la nature de ceux-ci, afin d’utiliser comme il se 
doit les PAM pour traiter des affections comme le choléra.  
1.4. Problématique et objectifs : 
Lors de la transmission de V. cholerae par ingestion d’eau ou de nourriture 
contaminée, la bactérie colonise l’intestin grêle, provoquant alors via la sécrétion de TC 
d’abondantes diarrhées aqueuses.  Face à cette agression, l’épithélium intestinal et les 
bactéries du microbiote agissent comme une barrière, en exprimant notamment des PAM. 
La résistance aux PAM représente un important facteur de virulence. Or, V. cholerae, comme 
de nombreux autres pathogènes présente des mécanismes de résistance aux PAM accrus par 
le biais de mécanismes comme la modification de la charge membranaire, l’utilisation de 
pompes à efflux ou encore la séquestration et la dégradation des PAM. Malgré une avancée 
constante de la compréhension des mécanismes de résistances bactériens aux PAM, de 
nombreuses inconnues demeurent en raison principalement des techniques de mutagénèse 
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aléatoire utilisées pour leur identification. Pourtant, une meilleure compréhension nous 
permettrait de développer de nouvelles thérapies antimicrobiennes, notamment en limitant 
l’activation des mécanismes de résistance aux PAM par les pathogènes. 
Nous posons l’hypothèse que certaines protéines dont l’expression est modifiée en 
présence de PAM seraient impliquées dans la résistance aux PAM.   
L’objectif général de cette étude est d’identifier et comprendre des mécanismes 
encore méconnus utilisés par V. cholerae pour résister à l’action des PAM.  
Tout d’abord, à partir des expériences d’identification protéique qui ont été réalisés, 
nous avons identifié les protéines qui présentent des différences quantitatives en présence de 
PAM et donc qui pourraient être impliquées dans les mécanismes de résistance aux PAM.  
Dans un second temps, l’effet de la délétion d’une des protéines candidates a été 
évalué. La souche délétée a été caractérisée. Pour ce faire, nous avons évalué la réponse de 
cette souche aux PAM via l’évaluation des concentrations minimales inhibitrices et de la 
perméabilité membranaire.  
Enfin, nous avons déterminé quels sont les effets de ces mécanismes de résistance 
sur la virulence de V. cholerae. En collaboration avec le Dr Eric Déziel (INRS), nous avons 




2. Matériels et Méthodes :
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2.1. Souches bactériennes et conditions de culture : 
La souche V. cholerae A1552 (O1, El Tor, Inaba) a été isolée chez un patient cholérique en 
1992. Les souches A1552 sauvage et A1552 DompV (dérivée de la souche sauvage V. 
cholerae O1, El Tor, Inaba) sont cultivées pour culture primaire en milieu Luria-Bertani 
(LB) à 37°C, 120 rpm durant 16h puis diluées à 1/50 pour des cultures secondaires jusqu’à 
l’obtention de la densité optique (D.O) désirée. Ces D.O sont évaluées au spectrophotomètre 
à 600 nm. Dans certains cas, les bouillons de culture ont été supplémentés avec de la PmB 
(Polymixine B sulfate, Millipore, CAS#1405-20-5 lot : 1305RP30930) ou du LL-37 (LL-37, 
Novus Biological, NBP2-22738).  
2.2. Détermination des concentrations minimales 
inhibitrices : 
A partir d’une culture de 16h en milieu LB, une dilution au 1/50 est faite avec du 
milieu Poor Broth (PB, 1% Bactotryptone, pH 7.5) sous agitation à 120 rpm puis cultivée 
jusqu’à l’obtention d’une densité optique D.O. 600nm =0,3. Ces cultures sont diluées et testées 
avec différentes concentrations de PAM. Après 16h, les D.O sont évaluées avec le lecteur 
de plaque Les concentrations minimales inhibitrices sont fixées à la concentration minimale 
de PAM avec laquelle la croissance bactérienne est détectée 180.  
2.3. Isolement des vésicules de sécrétion : 
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Après une culture en milieu LB de 16h, 37°C, sous agitation, le surnageant de 
culture est récupéré via une centrifugation (15 minutes, 5000 x g, 4°C). Ces surnageants 
sont filtrés avec une membrane PVDF (0,22 µm, Milipore) puis centrifugés à 100 000 x g, 
2h, 4°C dans un rotor 70 Ti (Beckman Instruments Inc). Le culot de vésicules est 
resuspendu dans du phosphate buffered saline (PBS). Un échantillon de solutions de 
vésicules de sécrétion à concentration équivalente à 200 fois la concentration 
physiologique est mis à migrer sur gel d’acrylamide 13%, 2h, 150 Volts. Le gel est fixé au 
méthanol, lavé durant la nuit et coloré au nitrate d’argent.  
2.4. Préparation de bactéries dépourvues de vésicules 
Après une culture en milieu LB de 16h, 37°C, sous agitation, le culot bactérien est 
récupéré via une centrifugation (15 minutes, 5000 x g, 4°C). Le culot est ensuite 
resuspendu en PBS à une concentration équivalente à la concentration physiologique.  
2.5. Test de protection aux vésicules de sécrétion : 
La concentration des vésicules de sécrétion est ajustée pour atteindre la concentration 
physiologique (1X) ou un dixième de la concentration physiologique (1/10X) Les vésicules 
ainsi préparées sont alors ajoutées à une culture bactérienne au préalable centrifugée 
(5000*g, 4°C,15 minutes) et mises en contact avec une gamme de dilution de PmB ou de 
LL-37 pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices.
2.6. Cytométrie en flux :
Les cultures secondaires sont mises en culture en milieu LB jusqu’à l’obtention d’une D.O 
600nm= 1. Après dilution au 1/500 ème, les cellules sont marquées à la fois au SYTO 9 (5 µm 
, Invitrogen, ex/em : 485 nm/598 nm) ainsi qu’à l’iodure de propidium (IP) (15 µg/ml) selon 
les conditions d’utilisation proposées par le fabricant. A l’intérieur de la population 
bactérienne (déterminée via les critères FSC et SSC), la population IP positive a été évaluée 
dans la population SYTO 9 positive. Le SYTO9 excité à 483 nm et qui émet à 503 nm est 
un intercalant des acides désoxyribonucléiques (ADN) qui permet de marquer les bactéries 
à Gram positif et Gram négatif mortes ou vivantes. L’iodure de propidium est un marqueur 
des acides nucléiques qui marque les cellules ayant perdu leur intégrité membranaire, 
l’excitation est à 538 nm alors que l’émission est à 617 nm. 
2.7. Infection de Drosophila melanogaster : 
A la suite de culture de 16h de V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage, des bouillons à des 
concentrations équivalentes aux concentrations physiologiques (1X) ou dix fois concentrées 
(10X) ou une solution de LB ont été déposées sur papier buvard et mis en présence de mâles 
Drosophilia melanogaster (D. melanogaster). La survie a alors été observée durant 
200 heures (une durée bien supérieure à une infection de V. cholerae chez D. melanogaster 
36). Chaque groupe était composé de 10 mâles (le sexe des animaux ne changerait pas 





3.1. Identification de protéines impliquées dans des 
mécanismes de résistance aux PAM chez V. cholerae O1 El 
Tor A1552  
Dans un premier temps, nous souhaitions identifier les protéines dont l’expression était 
modifiée en présence de PAM. Ces protéines pourraient être impliquées dans des 
mécanismes de résistance. Pour ce faire, des expériences préliminaires ont été réalisées par 
Candice Cros (étudiante à la maîtrise) 181. La souche V. cholerae O1 El Tor A1552 a été 
mise en culture en présence de différentes doses sous-létales de PAM d’origine bactérienne : 
Microcine C7, Lactocine 705, Thuricine S, Microcine J25 et PmB 160,182, 183, 184. On a choisi 
de se concentrer sur les PAM d’origine bactérienne pour se rapprocher des PAM produits 
par le microbiote. Les conditions de culture sont rapportées dans le tableau 1.  
Lorsque les cultures ont atteint D.O 600nm = 2 (D.O à laquelle V. cholerae se trouve en 
phase de croissance 185), elles ont été fractionnées (fraction cytoplasmique, membranaire et 
sécrétée), les protéines extraites, quantifiées et analysées en spectrométrie de masse par la 
plateforme en protéomique de l’Institut de Recherche en Immunologie et Cancérologie 
(IRIC). Les conditions 1, 2, 3, 4, 5 et 6 représentent respectivement les cultures en absence 
Conditions de culture 1 2 3 4 5 6
PAM utilisé  Microcine C7 Lactocine 705 Thuricine S Microcine J25 Polymixine B 
Concentrations PAM (!M) 350 50 188 8,8 9
Tableau 1 : Conditions de culture pour l’identification de protéines d’intérêts. Lors d’une
expérience préliminaire faite dans le laboratoire. La souche sauvage V. cholerae A1552 sauvage a
été cultivée selon 6 conditions différentes (1 à 6 dans le tableau) en présence ou non de PAM à des
concentrations sous-léthales.
de PAM, en présence de Microcine C7, de Lactocine 705, de Thuricine S, de Microcine J25 
et de PmB. Aucune culture n’a montré de retard de croissance ou de diminution de densité 
optique.  
Par la suite, nous avons procédé à l’analyse des résultats via le logiciel Scaffold. Ces 
résultats ont permis d’identifier les protéines qui étaient différemment exprimées entre les 
différentes conditions et cela au niveau des protéines cytoplasmiques, membranaires 
et sécrétées. Au niveau membranaire, nous avons identifié 670 protéines, 461 protéines 
au cytoplasme et enfin 604 protéines au niveau du surnageant bactérien (fraction de 
protéines sécrétées) dont l’expression est modifiée en présence de PAM.  
Parmi les protéines sécrétées, nous avons observé la présence de la protéase Lap. Alors 
que cette protéase n’est pas présente dans la fraction sécrétée en l’absence de PAM, elle a 
été détectée dans toutes les conditions avec PAM et en quantité maximale en présence 
de PmB. De plus, nous avons présenté en section l’implication de PrtV dont les fonctions 
sont de l’ordre de Lap, dans des mécanismes de résistance Lap est une aminopeptidase de 
46 kDa qui catalyse le clivage des peptides ou des protéines au niveau de l’extrémité N-
terminale des leucines.. Lap est codée par le gène VCA_0813 126. 
En parallèle, nous avons observé la présence d’OmpV dans la fraction sécrétée 
en présence de Microcine C7, de Lactocine 705, de Thuricine S et de PmB. De plus, 
OmpV a été observé dans la fraction membranaire, minoritairement en présence de PmB 
(Figure 9). 
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Ces résultats sont en accords avec les observations qui avaient été faites par Duperthuy 
et al.175 qui montraient une augmentation de la quantité d’OmpV présente au niveau des 
vésicules de sécrétion lorsque V. cholerae est exposée à des concentrations sous-létales en 
PmB 175. OmpV est une protéine de 28 kDa de la famille des protéines de la membrane 
externe (outer membrane proteins) qui sont intégrées à la membrane externe des bactéries 
186. Comme décrit précédemment, OmpU, une protéine de la même famille est également
impliquée dans les mécanismes de résistance à V. cholerae 165,166. OmpV est codée par le 
gène ompV qui serait organisé en opéron avec vprA et vprB, responsables de la modification 
de charge du LPS (cf section 3.2.2) 172.  
Les protéines OmpV et Lap sont apparues comme d’excellentes candidates pour 
participer à des mécanismes de résistance de V. cholerae aux PAM.  
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Figure 9 : Quantification de la porine OmpV dans la portion sécrétée chez V. cholerae en présence ou non de
différents PAM– V. cholerae a été cultivée en différentes conditions (en abscisse), en milieu LB supplémenté ou
non en peptides antimicrobiens (1: ; 2 : Microcine C7; 3: Lactocine 705; 4: Thuricine S; 5: Microcine J25; 6:
Polymixine B). Les protéines ont été quantifiées ici chaque barre représente la quantification relative (en ordonnée)
de la porine OmpV dans chaque condition. Cette quantification relative a été obtenu après analyse avec le logiciel
Scafold.
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3.2. Caractérisation du mutant ∆ompV 
Le mutant ∆ompV était disponible au laboratoire. Ce mutant a été construit en 
utilisant la technique décrite par Vaitkevicus et al.36. Dans un premier temps, nous avons 
souhaité caractériser ce mutant. Pour ce faire, nous avons i) évalué la croissance du 
mutant ∆ompV en présence ou non de PAM ; ii) déterminé les concentrations minimales 
inhibitrices et les concentrations minimales bactéricides en PAM chez le mutant ∆ompV 
et enfin iii) caractérisé la perméabilité membranaire du mutant ∆ompV en présence ou 
non de PAM. 
3.2.1. Caractérisation de la croissance de la souche A1552 sauvage et 
∆ompV 
Dans un premier temps, nous avons souhaité évaluer la croissance bactérienne de la 
souche sauvage et celle déplétée pour le gène ompV (DompV). L’objectif était de déterminer 
si la délétion engendre des retards de croissance chez V. cholerae.  
En absence de PAM, que ce soit pour la souche sauvage ou ∆ompV, la phase stationnaire 
débute après environ 250 minutes de culture. En phase stationnaire, la D.O des cultures 
atteint environ 4 (sans unité, s.u) (Figure 10). Nous n’avons pas observé de différences de 
croissances entre les souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage wt ou mutante ∆ompV 
en l’absence de PAM (Figure 10). 
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Par la suite, nous avons souhaité déterminer les conditions de travail en PAM (LL-37 et 
PmB) adéquates, c’est à dire les concentrations en PAM qui ne modifieront pas la croissance 
de la bactérie. Pour ce faire, les souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante 
ont été cultivées en présence de différentes concentrations en PAM.   
En présence de concentrations de 25 µg.ml-1 en LL-37, nous avons observé une 
diminution de la vitesse de croissance par rapport à la croissance bactérienne en milieu non 
supplémenté en PAM. A contrario pour des concentrations en LL-37 de 6.25 ; 3.125 ou 
1.5625 µg.ml-1 nous n’avons pas observé de différences pourront être utilisées pour les 
différents tests fonctionnels en (Figure 11).  














Croissance des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 en milieu LB non supplémenté
wt 
ΔompV
Figure 10 : Croissance des souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et
mutante (∆ompV) – Les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt, rouge
bordeaux) et mutante (∆ompV, rouge vif ) ont été mis en croissance en milieu LB.
La densité optique (sans unité, s.u) à 600 nm est suivi.
Figure 10 : Croissance des souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante (∆ompV) – Les 
souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt, rouge bordeaux) et mutante (∆ompV, rouge vif ) ont été mis
en croissance en milieu LB. La densité optique (sans unité, s.u) à 600 nm est suivi.
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Les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante (DompV) ont également 
été cultivées en présence de différentes concentrations en PmB. Aucun retard de croissance 
n’a été observé en présence de concentrations en PmB équivalentes à 25 µg.ml-1, 12,5 
µg.ml-1 ou 6,25 ng.ml-1 (Figure 12). Ces concentrations en PmB ne modifient pas la 
croissance des souches V. cholerae O1 El Tor sauvage et mutante et sont donc apparues 
comme des concentrations de travail intéressantes.    
Figure 11 : Croissance des souches V. cholerae en présence de différentes concentrations en LL-
37– V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante ont été cultivées en milieu LB supplémenté avec
différentes concentrations en LL-37. La densité optique à 260 nm est suivi. : Aucune supplémentation
en PAMdu milieu. Présentation d’une sur trois expériences indépendants














Croissance des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 en milieu LB supplémenté à 
différentes concentrations en LL-37
wt + ∅ 
ΔompV+ ∅
wt + 6,25 µg.ml-1 
ΔompV+ 6,25 µg.ml-1 
wt +3,125 µg.ml-1 
ΔompV+3,125 µg.ml-1 
wt +1,5625 µg.ml-1 
ΔompV+1,5625 µg.ml-1 
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Grâce à ces suivis de croissance, nous avons pu déterminer qu’en milieu LB non 
supplémenté en PAM, la souche V. cholerae O1 El Tor mutante DompV ne présente pas de 
retard de croissance par rapport à la souche sauvage. De plus, nous avons déterminé que des 
concentrations en LL-37 ou PmB qui sont respectivement de 6.25 µg.ml-1 ; 3.125 µg.ml-1 
ou 1.5625 µg.ml-1 et 12.5 µg.ml-1, 6.25 et 3.125 µg.ml-1 ne modifient pas la croissance des 
souches sauvages et mutantes et sont donc des conditions de travail adéquates pour les futurs 
tests.  
3.2.2. Concentrations minimales inhibitrices 
Dans un second temps, les concentrations minimales inhibitrices des différents PAM 
ont été déterminées. Pour ce faire, les souches V. cholerae A1552 sauvage et mutante ∆ompV 
Figure 12 : Croissance des souches V. cholerae en présence de différentes concentrations en 
PmB– V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante ont été cultivée en milieu LB supplémenté avec 
différentes concentrations en PmB. La densité optique à 600 nm est suivi. O: Aucune supplémentation 
en PAM du milieu. Présentation d’une expérience sur trois expériences indépendantes














Croissance des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 en milieu LB supplémenté à 
différentes concentrations en PmB





ΔompV+  12,5 µg.ml-1 
wt+ 6,25 µg.ml-1
ΔompV+  6,25µg.ml-1 
wt + 3,125 µg.ml-1
ΔompV+  3,125 µg.ml-1 
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ont été mises en présence de différentes concentrations en PAM. L’objectif était de tester les 
souches sauvages et mutantes face à différents PAM : PmB, LL-37 et B-défensines.  
Les croissances des souches A1552 sauvages et mutantes ∆ompV seraient inhibées 
par une concentration en PmB d’environ 100 µg.ml-1 (Figure 13). Il n’y aurait pas de 
différences de sensibilité entre les souches sauvages et mutantes face à la PmB.  
En présence de LL-37, une inhibition de croissance bactérienne pour la souche 
A1552 sauvage est observée avec une concentration de 100 µg.ml-1 en PAM alors que pour 
la souche ∆ompV, une inhibition de culture est observée lorsque la concentration est à 25 
µg.ml-1 (Figure 14).  
Figure 13: Concentrations minimales inhibitrices en polymixine B (PmB) pour les
souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (wt) et mutante (∆ompV). Après culture
en milieu Poor Broth (PB), les souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (à gauche)
et mutante ∆ompV (à droite) ont été exposées à différentes concentrations en PmB durant
24h puis l’absorbance des cultures (sans unité, s.u) à 600 nm a été mesurée au
spectrophotomètre.
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s en PmB (!g.ml-1) Concentrations  (!g.ml-1)
Figure 13: Concentrations minimales inhibitrices en polymixine B (PmB) pour les
souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (wt) et mutante (∆ompV). Après culture
en milieu Poor Broth (PB), les souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (à gauche)
et mutante ∆ompV (à droite) ont été exposées à différentes concentrations en PmB durant
24h puis l’absorbance des cultures (sans unité, s.u) à 600 nm a été mesurée au
spectrophotomètre. Présentation d’une expérience sur série de trois expériences
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Toujours dans l'objectif d'évaluer la sensibilité du mutant V. cholerae ∆ompV face à 
différents PAM présents dans le laboratoire, les CMI ont également été évaluées pour une 
b-défensine.  Nous n’avons pas observé d’inhibition. Ainsi les concentrations minimales
inhibitrices sont supérieures à 100 µg.ml-1 pour la souche sauvage et mutante (Figure 15).  
Figure 14: Concentrations minimales inhibitrices en LL-37 pour les souches V. cholerae
O1 El Tor A1552 sauvage (wt) et mutante (∆ompV). Après culture en milieu Poor Broth
(PB), les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (à gauche) et mutante ∆ompV (à droite) ont
été exposées à différentes concentrations en LL-37 durant 24h puis l’absorbance (sans unité;
s.u) des cultures a été mesurée au spectrophotomètre.
Concentrations en LL-37 (µg.ml-1) Concentrations en LL-37 (µg.ml-1)
Figure 14: oncentrations ini ales inhibitrices en LL-37 pour les souches V. cholerae
1 El Tor 1552 sauvage ( t) et utante (∆o pV). près culture en ilieu Poor Broth
(PB), les souches V. cholerae 1 El Tor sauvage (à gauche) et utante ∆o pV (à droite) ont
été exposées à différentes concentrations en LL-37 durant 24h puis l’absorbance (sans unité;
s.u) des cultures a été mesurée au spectrophotomètre. Présentation d’une sur trois
expériences
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Ainsi, ces expériences nous ont permis d’observer que la souche mutante V. cholerae 
A1552 ∆ompV montre une sensibilité plus accrue que la souche sauvage face à LL-37, 
confirmant l’implication d’OmpV dans la résistance de V. cholerae O1 El Tor A1552 face à 
ce PAM. De plus, nous avons pu déterminer les concentrations minimales inhibitrices 
(Tableaux 2) ainsi que des conditions de travail souhaitables pour la souche V. cholerae O1 
El Tor A1552 sauvage et mutante en PmB et LL-37. Après compilation des données des 
expériences de croissance bactérienne et de CMI, nous avons déterminé qu’en PmB des 
concentrations de 12.5 et 6,25 µg.ml-1 étaient des conditions de travail adéquates, elles sont 
équivalentes à ¼ et 1/8 de la CMI en PmB des souches. En LL-37, nous avons déterminé 
que des concentrations de 6.25 ; 3.125 et 1.5625 µg.ml-1 étaient des conditions de travail 
adéquates, équivalentes à ¼ ; 1/8 et 1/16 de la CMI en LL-37 de la souche mutante.  
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Figure 15: Concentrations minimales inhibitrices en !-défensines pour les souches V.
cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (wt) et mutante (∆ompV). Après culture en milieu Poor
Broth (PB), les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (à gauche) et mutante ∆ompV (à
droite) ont été exposées à différentes concentrations en "-défensines durant 24h puis
l’absorbance (sans unité; s.u) des cultures a été mesurée au spectrophotomètre.
Concentrations en !-défensines Concentrations en !-défensines
Figure 15: Concentrations minimales inhibitrices en "-défensines pour les souches V.
cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (wt) et mutante (∆ompV). Après culture en milieu Poor
Broth (PB), les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (à gauche) et mutante ∆ompV (à
droite) ont été exposées à différentes concentrations en !-défensines durant 24h puis
l’absorbance (sans unité; s.u) des cultures a été mesurée au spectrophotomètre. Présentation
d’une sur série de trois expériences
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3.2.3 Caractérisation de la perméabilité membranaire 
Par la suite, nous avons souhaité savoir si la délétion du gène ompV chez la souche 
V. cholerae A1552 modifiait la perméabilité membranaire face aux PAM. Pour ce faire, nous
avons utilisé la cytométrie en flux. Deux marqueurs ont été utilisés : le SYTO9 et l’iodure 
de propidum (IP).  
La stratégie d’analyse utilisée était d’aller sélectionner une population correspondant 
à V. cholerae via la taille et la granulométrie des cellules (Figure 16A). Par la suite, via le 
SYTO 9, les bactéries sont distinguées des débris éventuels (présent dans le PBS, le 
cytomètre, etc. Figure 16B). Enfin dans la population V. cholerae SYTO 9+ nous avons 
observé le marquage en IP nous permettant d’évaluer l’intégrité de la membrane (Figure 
16C).  
Nous n’avons pas observé de différences entre les souches sauvages et mutantes au 
niveau du marquage au SYTO 9. En effet, quelles que soient les concentrations en PmB 
utilisées, nous avons observé une population de 65% de cellules SYTO 9+ chez la souche V. 
cholerae A1552 sauvage. Pour la souche V. cholerae A1552 mutante ∆ompV, nous avons 
observé une population d’environ 47% de SYTO 9+ (Figure 16).  
Tableau 2 : CMI en LL-37 et PmB pour les souches V. cholerae A1552 sauvage et mutante




CMI V. cholerae A1552 
mutante  (∆ompV)
LL-37 100 !g.ml-1 25 !g.ml-1
PmB 100 !g.ml-1 100 !g.ml-1
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En absence de PmB la population de cellules IP+ est équivalente entre la souche 
sauvage et mutante, il n’y aurait donc pas de différence de perméabilité entre la souche V. 
cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante ∆ompV. A contrario après traitement à la 
PmB, nous avons observé une population marquée plus importante pour la souche V. 
cholerae O1 El Tor A1552 ∆ompV (35%) en comparaison avec la souche sauvage (4%) 
lorsque les cultures ont été exposée à ¼ de la CMI en PmB. En présence d’1/8 de la CMI en 
PmB, nous avons observé une population marquée à l’IP comparable entre les souches V. 
cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (11%) et mutante (6%) (Figure 17).  
Figure 16: Stratégie d’analyse- La perméabilité membranaire est analysé chez les souches V. cholerae
uvage (wt, en haut)  ou mutante (∆ompV, en bas). L’analyse au cO1 El Tor sa ytomètre en flux 
nous permet de sé lectionner via les paramètres SSC-A, FSC-A et un marquage au SYTO 9 (A et B), les
cellules de V. cholerae. Les populations IP+/IP- sont évaluées (C).
Figure 16: Stratégie d’analyse- La perméabilité membranaire est analysé chez
les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt, en haut) ou mutante (∆ompV,
en bas). L’analyse au cytomètre en flux nous permet de sélectionner via les
paramètres SSC-A, FSC-A et un marquage au SYTO9 (A et B), les cellules V.


































Ces expériences n’ont été réalisées qu’une seule fois et nécessitent d’être répétées. 
Cependant, compte tenu des observations faites avec le double marquage IP/SYTO 9, il 
semblerait qu’en absence de PmB, la souche mutante ∆ompV ne soit pas plus perméable que 
la souche sauvage (Figure 17). En présence de concentrations équivalentes à ¼ de la CMI, 
la souche mutante apparaît comme plus perméable (Figure 17). Ces résultats confirmeraient 
l’implication d’OmpV dans les mécanismes de résistance de V. cholerae aux PAM.  
3.3. Identification du mécanisme de résistance de V. 
cholerae aux PAM via OmpV 
Figure 17: Evaluation de la perméabilité membranaire avec les marqueurs SYTO9 et IP par la
cytométrie en flux- Après culture avec différentes concentrations en PmB ( PmB, ¼ CMI PmB ou
1/8 CMI PmB, de gauche à droite), la perméabilité des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage
(wt, en haut) et mutante (∆ompV, en bas) ont été évaluée par cytométrie en flux avec marquage SYTO9
et IP . MFI, Mean Fluorescence Intensity
WT
¼	CMI	PmB 1/8	CMI	PmB




























Sur des cellules V. cholerae SYTO 9+ 
MFI(IP)=	 2664
MFI(IP)=	 2598
Figure 17: Evaluation de la perméabilité membranaire avec les marqueurs SYTO 9 et IP par la
cytométrie en flux- Après cultur avec différentes concentrations n PmB ( PmB, ¼ CMI ou 1/8 CMI
PmB, de gauche à droite), la perméabilité des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (wt, en
haut) et mutante (∆ompV, en bas) ont été évaluée par cytométrie en flux avec marquage SYTO 9 et IP. 
Les valeurs de Mean Fluorescence Intensity, MFI (IP) sont répertoriées aux bas des graphiques. N=1
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Duperthuy et al.175 ont montré une augmentation de la présence de la porine OmpV mais 
aussi de Bap1 ou encore OmpW à la membrane des vésicules de sécrétion en présence de 
PmB et LL-37 175. L’étude conclut à une implication de Bap 1 dans la résistance de V. 
cholerae aux PAM. En effet, Bap1 se lierait aux vésicules de sécrétion et ainsi les PAM, et 
plus particulièrement LL-37, se lieraient à Bap1, entraînant une diminution de la 
concentration de LL-37 dans l’environnement de V. cholerae, augmentant ainsi la résistance 
de la bactérie face à ce PAM.  
Nous avons alors posé l’hypothèse que le mécanisme de résistance de V. cholerae 
aux PAM via OmpV se rapporterait à un mécanisme de dilution (Section 1.3.2.3). En effet, 
en présence de PAM, OmpV serait exportée à la surface des vésicules de sécrétion. Certains 
PAM dont LL-37 ou la PmB auraient une affinité pour OmpV et se lieraient alors à la 
protéine, entraînant une diminution de la concentration de PAM à l’environnement 
bactérien.  
Pour tester cette hypothèse, nous avons souhaité effectuer un test de protection aux 
vésicules de sécrétion. En effet, si cette hypothèse est juste, les vésicules de sécrétion issues 
de la souche sauvage pourraient protéger la souche mutante de l’effet de la PmB ou de LL-
37.  
Nous avons donc isolé des OMV des souches V. cholerae sauvage et mutante ∆ompV 
(respectivement OMVwt et OMV∆ompV). Ces OMV isolées ont été mis en présence des 
bactéries sauvages ou mutantes (wt ou ∆ompV) dépourvues de vésicules et confrontées à des 
gammes de concentrations de PmB et LL-37. In fine, nous avons déterminé les CMI des 
combinaisons : wt_OMVwt ; wt_OMV∆ompV ; ∆ompV_OMVwt ; ∆ompV_OMV∆ompV.  
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Un gel SDS-PAGE nous a permis d’évaluer le profil protéique des différentes extractions 
de vésicules. Un volume équivalent a été déposé dans chaque puit et nous avons observé des 
quantités protéiques très variables d’une expérience à l’autre : dans certaines extractions, la 
quantité en protéines et donc en vésicules isolées semblait supérieure chez la souche A1552 
sauvage. Dans d’autres extractions, c’est avec la souche A1552 ∆ompV. Ces résultats ne 
nous ont pas permis de conclure s’il existait des différences dans la quantité d’OMV sécrétée 
par la souche sauvage et mutante (Figure 18).  
Par la suite, nous avons évalué la protection conférée par les vésicules sauvages et 
∆ompV face aux PAM pour les souches V. cholerae A1552 sauvages ou mutantes ∆ompV.  
Les vésicules après isolation ont été resuspendues dans du PBS à une concentration 
physiologique (1X).  
Aucune inhibition de croissance n’a été observé (Figure 19), que ce soit pour les souches 























Figure 18 : Gel SDS-PAGE des solutions de vésicules purifiées V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage
et mutante ∆ompV- A partir de culture de souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage (WT, à droite)
ou mutante ∆ompV (∆, à gauche), les vésicules de sécretion ont été extraites. Les protéines présentes dans
ces extraits ont été visualisées après migration et coloration au nitrate d’argent. Ici sont présentés les
extraits obtenus lors de trois expériences indépendantes.
66 
lorsque nous avons déterminé que les concentrations minimales inhibitrices pour les souches 
sauvages et ∆ompV étaient respectivement de 100 µg.ml-1 et 25 µg.ml-1. Nous avons postulé 
qu’une concentration en OMV équivalente à 1X était trop élevée.  
Les expériences ont également été faites en présence de PmB (Figure 20). Comme 
attendu, nous avons observé une inhibition pour une concentration 100 µg.ml-1 en PAM que 
ce soit pour la souche V. cholerae O1 El Tor sauvage ou mutante en présence de vésicules 
isolées à partir de la souche sauvage (OMV wt) et de la souche mutante (OMV DompV) 
(Figure 20).  
Figure 19: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion en présence de LL-37- Dans un milieu supplémenté avec différentes
concentrations en LL-37, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante (∆ompV) ont
été mises en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante. La
concentration des vésicules de sécrétion est équivalente à la concentration physiologique (1X).
Après 24h, la densité optique (Absorbance, sans unité, s.u) à 600 nm des différentes cultures a été
évaluée.
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Figure 19: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion en présence de LL-37- Dans un milieu supplém nté avec différent
concentrations en LL-37, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante (∆ompV) ont
été mises en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante. La
concentration des vésicules de sécrétion est équivalente à la oncentration physiologique (1X).
Après 24h, la nsit optique (Absorbance, sans unité, s.u) à 600 m des différentes cultur s a été
évaluée.
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Concentrati s en L-37 (!g.ml-1) Conce trations en -  (!g.ml-1)
Concentrations en LL-37 (!g.ml-1) Concentrations en LL-37 (!g.ml-1)
Figure 19: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par
les vésicules de sécrétion en présence de LL-37- Dans un milieu supplé enté avec
différ ntes conce trations en LL-37, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et
mutante (∆ompV) ont été mises en présence de vésicules purifiées à partir d culture
sauvage ou mutante. La concentration d vésicul s e sécrétion est équivalente à la
concentration physiologique (1X). Après 24h, l densité optique (Absorbance, sans unité,
s.u) à 600 nm des différentes cultures a té éval é .
N=4
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Nous avons alors souhaité tester des solutions de vésicules de sécrétion à des 
concentrations équivalentes à un dixième de la concentration physiologique (1/10X). En 
présence de différentes concentrations en LL-37, nous n’avons pas observé de différences 
pour la souche V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage en présence de vésicules issues d’une 
culture de souche sauvage ou mutante (∆ompV) (Figure 21). Toutefois, nous avons observé 
avec la souche V. cholerae O1 El Tor A1552 mutante ∆ompV qu’en présence de vésicules 
de sécrétion à 1/10X issues de la souche sauvage, la CMI est de 50 µg.ml-1 et en présence 
de vésicules de sécrétion à 1/10X issus de la souche mutante (∆ompV) à 25 µg.ml-1 (Figure 
10





















































































Figure 20: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion en présence de PmB. Dans un milieu supplémenté avec différentes
concentrations en PmB, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante (∆ompV) ont été
mis en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante La concentration des
vésicules de sécrétion est équivalente à la concentration physiologique (1X). Après 24h, la densité
optique à 600 nm (Absorbance, sans unité s.u) des différentes cultures a été évaluée.
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Figure 20: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion en présence de PmB. Dans un milieu supplémenté avec différentes
concentrations en PmB, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante (∆ompV) ont été
mis en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante La concentration des
vésicules de sécrétion est équivalente à la concentration physiologique (1X). Après 24h, la densité
optique à 600 nm (Absorbance, sans unité s.u) des différentes cultures a été évaluée.
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Figure 20: Protection des souches V. ch ler e l or A15 2 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion en présence de PmB. Dans un milieu supplémenté avec différentes
concentrations en PmB, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante (∆ompV) ont été mis
en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante La concentration des vésicules
de sécrétion est équivalente à la concentration physiologique (1X). Après 24h, la densité optique à 600
nm (Ab orbance, sans unité s.u) des différentes cultures été évaluée. N=4
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21). Ces résultats suggèrent une protection de la souche V. cholerae O1 El Tor en présence 
de vésicules issues de la souche sauvage. Ces expériences n’ont été réalisés qu’une fois et 
doivent donc être répétées.  
Une expérience similaire a été faite en présence de PmB avec des concentrations 
équivalentes à un dixième de la concentration physiologique en vésicules. Nous avons alors 
observé que ce soit pour la souche V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage ou mutante et que 
ce soit avec les vésicules issues de la culture de la souche sauvage ou mutante une CMI à 
100 µg.ml-1 (Figure 22). Ces résultats suggèrent qu’il n’y a pas de différences de sensibilité 
à la PmB entre les souches V. cholerae A1552 sauvage et mutante.  
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Figure 21: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion à concentration (1/10X) en présence de LL-37- Dans un milieu
supplémenté avec différentes concentrations en LL-37, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage
(wt) et mutante (∆ompV) ont été mis en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage
ou mutante. La concentration des vésicules de sécrétion est équivalente à un dixième de la
concentration physiologique (1/10X). Après 24h, la densité optique (Absorbance, sans unité, s.u) à
600 nm des différentes cultures a été mesurée.
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Figure 21: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion à concentration (1/10X) en présence de L-37- Dans un milieu
supplémenté avec différentes concentrations en L-37, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage
(wt) et mutante (∆ompV) ont été mis en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage
ou mutante. La concentration des vésicules de sécrétion est équivalente à un dixième de la
concentration physiologique (1/10X). Après 24h, la densité optique (Absorbance, sans unité, s.u) à
600 nm des différentes cultures a été mesurée.
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Figure 21: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion à concentration (1/10X) en présence de LL-37- Dans un milieu supplémenté
avec différentes concentrations en LL-37, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante
(∆ompV) ont été mis en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante. La
concentration des vésicules de sécrétion est équivalente à un dixième de la concentration
physiologique (1/10X). Après 24h, la densité optique (Absorbance, sans unité, s.u) à 600 nm des
différentes cultures a été mesurée. N=1
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 Ces observations suggèrent une protection de la souche mutante ∆ompV par les 
vésicules issues de la souche sauvage face à LL-37. Ainsi, les vésicules riches en OmpV 
pourraient offrir une protection et ainsi augmenter la résistance de la bactérie à LL-37. 
Toutefois, il convient d’être prudent face à ces résultats, compte tenu du profil surprenant 
des solutions de vésicules purifiées obtenues en SDS-PAGE. En parallèle, le mutant DompV 
ne serait pas plus sensible à la présence de PmB que la souche sauvage, la porine OmpV 
n’offrirait donc pas de protection à V. cholerae A1552 face à la PmB. Ces expériences 
doivent être répétées et d’autres contrôles qualitatifs doivent être effectués (cf section 4.2).  
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Figure 22: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion à concentration (1/10X) en présence de PmB- Dans un milieu supplémenté
avec différentes concentrations en PmB, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante
(∆ompV) ont été mis en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante. La
concentration des vésicules de sécrétion est équivalente à un dixième de la concentration
physiologique (1/10X). Après 24h, la densité optique (Absorbance, sans unité, s.u) à 600 nm des
différentes cultures a été mesurée.
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Figure 22: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante par les
vésicules de sécrétion à concentration (1/10X) en présence de PmB- Dans un milieu supplémenté
avec différentes conc trations n PmB, les souches V. cholerae O1 El Tor sauvage (wt) et mutante
(∆ompV) ont été mis en présence de vésicules purifiées à partir de culture sauvage ou mutante. La
concentration des vésicules de sécrétion est é ivalente à un dixième de la conce tration
physiologique (1/10X). Après 24h, la densité optique (Absorbance, sans unité, s.u) à 600 nm des
différentes cultures a été mesurée.
Concentrations en PmB (!g.ml-1) Concentrations en PmB (!g.ml-1)
Concentrati s en PmB (!g.ml-1)Concentrations en PmB (!g.ml-1)
Figure 22: Protection des souches V. cholerae O1 El Tor A1552 sauvage et mutante
par les vésicules de sécrétion à concentration (1/10X) en présence de PmB- Dans un
milieu supplémenté avec différentes concentrations en PmB, les souches V. cholerae O1 El
Tor sauvage (wt) et mutante (∆ompV) ont été mis en présence de vésicules purifiées à
partir de culture sauvage ou mutante. La concentration des vésicules de sécrétion est
équivalente à un dixième de la concentration physiologique (1/10X). Après 24h, la densité
optique (Absorbance, sans unité, s.u) à 600 nm des différentes cultures a été mesurée.
N=1
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3.3 Caracterisation du rôle de OmpV dans la virulence de V. 
cholerae. 
Comme nous l’avons vu précédemment, la résistance aux PAM constitue un mécanisme 
de virulence. En effet, les mécanismes de virulence se définissent comme les mécanismes 
permettant à la bactérie de se répliquer chez l’hôte et in fine de se disséminer dans 
l’environnement. Ainsi, de nombreux mécanismes de résistance aux PAM ont été montré 
comme ayant un impact sur la virulence de la bactérie chez l’hôte. Nous avons donc souhaité 
déterminer si la délétion d’ompV avait un impact sur la virulence de V. cholerae.  
Pour ce faire, nous avons choisi d’utiliser le modèle D.melanogaster. Ce modèle est 
particulièrement intéressant dans notre cas puisqu’il mime les caractéristiques de l’infection 
chez l’Homme (perte de poids, voies de réponse immunitaire, virulence dépendante de la TC 
et TCP,…) 187. 188. Les expériences qui suivent ont été réalisés dans le cadre de notre 
collaboration avec Dr. Eric Déziel (Institut Armand Frapier, INRS).  
L’objectif de cette expérimentation est de caractériser la colonisation par la souche sauvage 
V. cholerae A1552 et la souche mutante ∆ompV. Dans un premier temps, nous avons
déterminé les conditions optimales d’infection. Pour ce faire, différentes concentrations en 
bactéries V. cholerae A1552 sauvages ont été utilisées pour infecter D. melanogaster. En 
effet, après croissance bactérienne, V. cholerae A1552 sauvage a été resuspendu en milieu 
LB à concentration 1X ou 10X, puis ces cultures ont été déposées sur papier buvard pour 
permettre l’ingestion par les animaux. Lorsque les bactéries ont été concentrées à 1X, le 
pourcentage d’animaux qui survivent est très élevé, aux environs de 90 % après 180 heures, 
quasi équivalent aux témoins (milieu LB seul) alors que lorsqu’on utilise les bactéries 
concentrées 10X, le pourcentage de survie est aux alentours de 25 % après 180 heures. 
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Ces résultats sont encourageant mais il est surprenant d’obtenir un pourcentage de survie si 
haut à 200 heures avec une culture concentrée 1X. Une optimisation du protocole pourrait 
être effectuée.  
L’ensemble de l’étude nous a permis d’identifier OmpV comme impliquée dans le 
mécanisme de résistance de V. cholerae aux PAM tels que LL-37. En effet, les résultats de 
spectrométrie de masse combinés à une étude bibliographique, nous ont permis d’identifier 
la porine OmpV ainsi que la protéase Lap comme des protéines pouvant être impliquée dans 
des mécanismes de résistance aux PAM chez V. cholerae. 
Figure 23: Mise au point expérimentale de la caractérisation du rôle de OmpV dans la
virulence de V. cholerae- Après croissance bactérienne, des concentrations équivalentes en V.
cholerae O1 El Tor A1552 wt aux conditions de culture (1X, en bleu) ou dix fois concentrées (10X,
en vert) ont été déposée sur papier buvard pour permettre l’ingestion par D. melanogaster. La survie
des animaux a ensuite été suivi durant 200 heures. Expérimentations faites par le laboratoire du Dr
Eric Déziel (INRS, Laval)
Courbe de survie de D. melanogaster après infection par V. cholerae 
O1 El Tor A1552 
Temps (h)
Figure 23: Mise au point expérimentale de la caractérisation du rôle de OmpV dans la
virulence de V. cholerae chez le modèle D. melanogaster. Après croissance bactérienne, des
concentrations équivalent s à un bo illon de culture 16h de V. cholerae O1 El Tor A1552 wt (1X,
en bleu) ou 10 fois concentrées (10X en vert) ont été déposées sur papier buvard pour permettre
l’ingestion par D. melanogaster. La survie des animaux a ensuite été suivi durant 200 heures.











Nous avons caractérisé le mutant V. cholerae O1 El Tor A1552 ∆ompV. Dans un 
premier temps, nous avons observé des concentrations minimales inhibitrices en LL-37 
diminuées chez le mutant, confirmant l’implication d’OmpV dans les mécanismes de 
résistance aux PAM. Ensuite, nous avons déterminé qu’en absence de PAM, les souches V. 
cholerae O1 El Tor sauvage et mutante ne présentent pas de différences de croissance ou 
dans leur perméabilité. En présence de PAM, nos résultats suggèrent une perméabilité 
membranaire augmentée chez la souche DompV.    
Nos premiers résultats semblent suggérer une protection de la souche mutante 
DompV par les vésicules de la souche sauvage face à LL-37.  
Les conditions adéquates d’infection pour D. melanogaster par V. cholerae A1552 




L’organisation mondiale de la santé estime que le choléra est encore un enjeu de 
santé publique majeur 2. Les PAM présentent une activité antimicrobienne et sont produits 
de façon constitutive ou en réponse à une infection par de nombreux types cellulaires tels 
que les cellules de l’épithélium intestinal, les leucocytes ou par les bactéries du microbiote 
intestinal. Ces peptides, souvent chargés positivement, s’associent à la membrane 
bactérienne chargée négativement par liaisons électrostatiques.  
Les bactéries pathogènes ont acquis au cours du temps de nombreuses mutations 
spontanées entraînant des mécanismes de résistance aux PAM comme l’altération de la 
charge membranaire, les mécanismes d’efflux, ou le clivage protéolytique. 
Comme nous l’avons décrit en introduction de ce mémoire, les mécanismes de 
résistance développés par les bactéries sont de nature très diverse. Cependant nos 
connaissances sur le sujet restent parcellaires majoritairement dues aux modes de leur mode 
d’identification majoritairement par mutagénèse aléatoire.  
Des expériences préliminaires dans notre laboratoire ont été réalisées. La souche 
A1552 de V. cholerae a été cultivée en présence ou en absence de PAM (PmB, Lactocine 
705, Microcine-C7). Les protéines des culots et des surnageants bactériens ont ensuite été 
quantifiées et identifiées via séquençage par spectrométrie de masse (MS-MS) suivie d’une 
analyse bio-informatique. Nous avons comparé le protéome de V. cholerae quand celle-ci 
est exposée ou non aux PAM.  
Au cours de cette analyse, nous avons déterminé que la porine OmpV et la protéase 
Lap pourraient être impliquées dans les mécanismes de résistance chez V. cholerae. Par la 
suite, nous avons caractérisé le mutant ∆ompV, qui était déjà disponible dans le laboratoire. 
Nous avons alors observé une diminution des concentrations minimales inhibitrices en LL-
37, confirmant l’implication de la porine OmpV dans un mécanisme de résistance de la 
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souche V. cholerae A1552 aux PAM. Nos résultats semblent suggérer l’implication des 
vésicules de sécrétion dans le rôle de OmpV dans la résistance de V. cholerae O1 El Tor 
face à LL-37. Enfin, nos collaborateurs sont en train de mettre au point les conditions 
d’infection de D. melanogaster pour l’étude de l’impact des mécanismes de résistance aux 
PAM sur la virulence de V. cholerae.  
4.1. Identification des protéines impliquées dans les 
mécanismes de résistance aux PAM 
Afin d’identifier les protéines impliquées dans les mécanismes de résistance de V. 
cholerae aux PAM, le protéome de la bactérie a été évalué en présence ou non de PAM. Ces 
résultats encourageants nous ont permis d’identifier la porine OmpV et la protéase Lap 
comme potentiellement impliquées dans des mécanismes de résistance. Par la suite, d’autres 
protéines candidates potentiellement impliquées dans des mécanismes de résistance pourront 
être identifiées. 
L’expérience de protéomique doit être répétée et préférentiellement avec un mélange 
de différentes cultures pour plus de représentativité. De plus dans de futurs travaux, il serait 
intéressant d’utiliser un autre PAM : LL-37. En effet, lorsque les expériences ont été faites, 
les PAM d’origine bactérienne ont été favorisés et il serait intéressant de confronter ces 
résultats à la présence d’un PAM d’origine humaine. Il serait également intéressant de 
valider les résultats obtenus via des expériences d’immuno-buvardage pour la présence de 
la protéine OmpV, Lap ainsi que d’autres protéines dans la fraction sécrétée, cytoplasmique 
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ou membranaire chez V. cholerae en présence de LL-37. L’expression des gènes codants 
sera également évaluée par PCR quantitative.  
Afin d’étendre l’étude à d’autres protéines candidates, il est nécessaire de construire 
le mutant V. cholerae O1 El Tor A1552 ∆lap.  
4.2. Caractérisation du mutant ∆ompV 
Le mutant ∆ompV était disponible dans le laboratoire. Ce mutant a été obtenu selon 
la méthodologie rapportée par Vaitkevicus et al 37. Tout d’abord, nos résultats nous ont 
montré que le mutant ∆ompV ne présente pas de retard de croissance en absence de PAM 
par rapport à la souche sauvage ou en milieu LB supplémenté en LL-37 ou PmB. Ensuite, la 
détermination des concentrations minimales inhibitrices en PAM nous a permis d’observer 
une sensibilité accrue de la souche mutante en présence de LL-37, confirmant l’implication 
de la porine OmpV dans les mécanismes de résistance de V. cholerae. Enfin, via l’utilisation 
de la cytométrie en flux, nous avons évalué la perméabilité membranaire de la souche 
sauvage et mutante. Comme chez Giacomucci et al.189, l’utilisation du double marquage IP 
et SYTO 9 semble adapté à notre modèle. Nos résultats laissent suggérer qu’il n’y a pas de 
différences de perméabilité entre les souches sauvages et mutantes en milieu LB en absence 
de PmB. En présence de concentrations équivalentes à ¼ de la CMI en PmB, la souche 
mutante semble être plus perméable. Il serait nécessaire de confirmer ces résultats en 
répétant les expériences. De plus, il aurait été très intéressant de comparer la sensibilité de 
la souche sauvage et mutante face à des PAM bactériens utilisés lors de l’expérience de 
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protéomique. Enfin, nous souhaiterions effectuer les expériences de cytométrie mais en 
présence d’autres PAM que la PmB, principalement LL-37.   
Pour valider notre modèle, le mutant ∆ompV. Tout d’abord, l’expression de vprA et 
vprB pourrait être vérifié. En effet, comme rapporté plus haut, le gène ompV est organisé en 
opéron avec les gènes vprA et vprB (Figure 24)190. Nous souhaitons donc valider l’intégrité 
génétique de notre mutant ∆ompV. Ensuite, nous souhaiterions caractériser les vésicules de 
sécrétion du mutant ∆ompV. Pour ce faire nous souhaitons visualiser ces structures par 
microscopie électronique comme l’ont fait Duperthuy et al. (2013) 175. Nous évaluerons ainsi 
la taille et l’abondance de ces structures. Ensuite, nous souhaiterions construire un plasmide 
transportant le gène ompV, afin d’effectuer des tests de complémentation sur le mutant 
DompV. La surexpression d’ompV ne devrait pas être létale et nous devrions alors observer 
chez le mutant complémenté des réponses comparables à la souche sauvage V. cholerae O1 
El Tor A1552.  
Lorsque d’autres mutants délétés pour les gènes codant pour les protéines candidates 
seront disponibles, nous caractériserons ces souches mutantes comme nous l’avons fait pour 
le mutant ∆ompV.  
vprAvprBompV
Promoteur potentiel (BPROM)
Figure 24: Organisation génique de l’opéron ompV/vprA/vprB- Le gène ompV est organisé 
en opéron avec les gènes vprB et vprA. L’opéron est sous le contrôle du promoteur (BPROM).
Selon Heideberg et al et nos alignements de séquences
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4.3. Identification des mécanismes de résistance d’OmpV 
aux PAM chez V. cholerae 
Notre hypothèse de départ était que le mécanisme de OmpV était un mécanisme 
similaire aux mécanismes mis en avant par Duperthuy et al.175, c’est à dire un mécanisme 
attribuable à un mécanisme de dilution des PAM. En présence de PAM, la protéine est 
présente en quantité plus abondante au niveau de la membrane des vésicules de sécrétion et 
permet ainsi une dilution du PAM. Le seuil de tolérance de V. cholerae aux PAM est alors 
augmenté.  
Pour tester notre hypothèse, nous avons isolé les vésicules des souches V. cholerae 
sauvages et mutantes ∆ompV. Une première difficulté dans ces expériences a été de 
déterminer la concentration adéquate en vésicules. Nos observations suggèrent qu’une 
concentration équivalente à une concentration physiologique (1X) serait trop importante et 
des concentrations équivalentes à 1/10 X serait meilleure. Ces résultats doivent être 
confirmés. En effet, compte tenu des résultats que nous avons observés en gel SDS-PAGE, 
les solutions de vésicules de sécrétion pourraient avoir été contaminées avec des débris de 
membrane bactérienne. Pour vérifier cela, nous pourrions observer en microscopie 
électronique nos solutions de vésicules de sécrétion. Si nous observons une contamination, 
nous pourrons ajuster les conditions expérimentales via la modification des conditions 
d’ultracentrifugation ou encore la modification des étapes de filtration.  
 Les résultats en présence de LL-37 suggèrent une protection des vésicules de la 
souche sauvage face à la souche mutante. Ces résultats suggèrent donc l’implication de 
OmpV des vésicules de sécrétion dans le mécanisme de résistance de V. cholerae O1 El Tor 
face à LL-37.  
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Après avoir vérifié la pureté de nos solutions de vésicules, il faudra répéter les 
expériences. Pour confirmer nos résultats, les interactions entre les PAM, les vésicules de 
sécrétion et les bactéries seront visualisées en microscopie telles que fait chez Duperthuy et 
al. (2012). Nous pourrions nous attendre à observer une diminution de l’association PAM-
vésicules de sécrétion issues de la souche mutante ∆ompV en présence de LL-37.  
Nous souhaiterions aussi caractériser l’expression d’ompV en présence de PAM. 
Pour ce faire, des expériences de PCR quantitative pourraient être menées permettant 
d’évaluer l’expression d’ompV à différents temps de la culture microbienne ou en présence 
de différentes concentrations en PAM (LL-37 et PmB).  
Il serait également intéressant de transformer des souches sensibles à la PmB ou à 
LL-37, comme les souches V. cholerae O1 classique ou une souche d’E. coli avec un
plasmide codant pour ompV et évaluer si cette transformation induit un gain de fonction chez 
ces souches.  
En parallèle, nous pourrions envisager d’effectuer une étude bioinformatique pour 
déterminer les cibles géniques potentielles de OmpV. V. cholerae sauvage ou mutante 
∆ompV pourraient être cultivées en présence ou non de PAM et une expérience de 
séquençage d’ARN nous permettrait de déterminer les cibles directes ou indirectes de OmpV 
chez V. cholerae O1 El Tor A1552 en présence de PAM.  
4.4. Caracterisation du rôle de OmpV dans la virulence de 
V. cholerae.
Un autre volet de cette étude a concerné le rôle des mécanismes de résistance dans la 
virulence de V. cholerae. En effet, les facteurs de virulence représentent les mécanismes 
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utilisés par la bactérie pour se répliquer chez l’hôte et in fine se disséminer. Les mécanismes 
de résistance aux PAM constituent alors de véritables facteurs de virulence.  
Nous nous sommes demandés si le mécanisme de résistance aux PAM par OmpV 
chez V. cholerae avait un rôle dans la virulence de V. cholerae. Nous souhaitions donc 
évaluer la colonisation de la bactérie. Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle se 
rapprochant fortement de l’infection humaine : D. melanogaster. Les premiers tests effectués 
par nos collaborateurs (Laboratoire E. Deziel, INRS) n’ont pas permis de définir les 
conditions optimales pour l’infection des mouches. Nous nous attendions à obtenir une 
mortalité plus importante chez les mouches, comparable aux données obtenues par Blow et 
al 188 avec V. cholerae O139.  
Lorsque cet objectif sera atteint, nous pourrons mesurer la colonisation de V. 
cholerae chez D. melanogaster comme l’ont fait chez Blow et al 188. En sus, il faudrait 
évaluer la production de TC par la souche mutante V. cholerae A1552 DompV, via 
expérience d’immuno-buvardage.   
L’ensemble de ces résultats nous permettra de mieux comprendre les mécanismes 
mis en place par V. cholerae pour résister à l’action des PAM et d’évaluer leur impact sur la 
virulence de V. cholerae. Nous pourrons alors identifier certains PAM comme des outils 





Les résultats de cette étude ont permis via la spectrométrie de masse combinée à une étude 
bibliographique, d’identifier la porine OmpV ainsi que la protéase Lap comme des protéines 
pouvant être impliquées dans des mécanismes de résistance aux PAM chez V. cholerae. Nous 
avons caractérisé la souche V. cholerae mutante ∆ompV qui était disponible au laboratoire. Cette 
dernière ne présente pas de défauts de croissance. Les concentrations minimales inhibitrices en 
LL-37 sont diminuées pour la souche V. cholerae mutante ∆ompV, confirmant l’implication
d’OmpV dans les mécanismes de résistance aux PAM. De plus, nos résultats de cytométrie 
suggèrent une perméabilité plus importante de la souche mutante en présence de PAM. Notre 
étude fonctionnelle semble montrer l’implication des vésicules de sécrétion dans le mécanisme 
d’OmpV dans la résistance de V. cholerae O1 El Tor A1552 face à LL-37. Enfin, nos 
collaborateurs optimisent les conditions d’infection pour D. melanogaster par V. cholerae 
A1552 sauvage. Grâce à cette étude, nous avons confirmé que certaines protéines dont 
l’expression est modifiée en présence de PAM pouvaient être impliquées dans des mécanismes 
de résistance. Des optimisations sont à prévoir pour déterminer le mécanisme par lequel la 
porine OmpV permet la résistance V. cholerae aux PAM. De plus, nous souhaitons construire 
un mutant ∆lap pour évaluer le rôle de la protéase Lap.    
Grâce à cette étude, nous pourrions mettre en évidence de nouvelles stratégies adoptées 
par V. cholerae liées à différentes protéines et ainsi envisager de nouveaux agents 
antimicrobiens pour le traitement de l’infection à V. cholerae. 
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